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Abstract	  
Animals	  visit	  flowers	  for	  resources	  and	  mutualistically	  interact	  with	  plants	  by	  moving	  pollen	  to	  conspecific	  individuals,	  effecting	  pollination.	  Pollination	  is	  an	  essential	  service	  that	  supports	  life	  on	  earth	  by	  sustaining	  hundreds	  of	  thousands	  of	  plant	  and	  animal	  species,	  and	  securing	  food	  for	  human	  populations.	  Understandably	  then,	  recent	  declines	  in	  pollinators	  are	  of	  concern	  worldwide,	  and	  more	  so	  for	  ecosystems	  where	  we	  have	  yet	  to	  discover	  the	  species	  present,	  let	  alone	  how	  they	  interact.	  To	  visualise	  the	  patterns	  of	  interactions	  within	  a	  plant-­‐pollinator	  community,	  the	  myriad	  individual	  encounters	  can	  be	  visualised	  as	  a	  network	  of	  species	  and	  associated	  links.	  The	  inter-­‐relationships	  among	  species,	  or	  network	  topology,	  exhibits	  distinctive	  structures	  such	  as	  nestedness,	  power-­‐law	  degree	  distribution	  and	  modularity.	  Such	  network	  topology	  supports	  the	  coexistence	  and	  stability	  of	  species,	  and	  the	  persistence	  and	  resilience	  of	  pollination	  as	  an	  ecological	  service.	  For	  instance,	  nested	  networks	  are	  more	  tolerant	  to	  random	  species	  extinction	  while	  modularity	  can	  limit	  the	  cascading	  effects	  of	  species	  loss.	  Network	  structure	  is	  a	  product	  of	  several	  neutral	  and	  trait-­‐mediated	  processes.	  Neutrality	  suggests	  that	  species	  interact	  at	  random	  according	  to	  their	  relative	  abundances	  while	  trait	  mediated	  processes	  imply	  that	  the	  likelihood	  of	  an	  interaction	  between	  species	  depends	  on	  their	  phenotypic	  match,	  for	  example,	  in	  terms	  of	  morphology	  and	  phenology.	  Networks	  can	  therefore	  change	  dynamically	  under	  both	  neutral	  and	  trait-­‐mediated	  processes	  in	  response	  to	  environmental	  drivers	  of	  community	  structure	  (i.e.	  changes	  in	  species	  richness,	  abundance	  and	  composition).	  The	  dynamic	  nature	  of	  ecological	  community	  structure	  raises	  the	  fundamental	  question	  of	  how	  network	  function	  is	  maintained	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when	  species	  interactions	  vary.	  While	  progress	  has	  been	  made	  in	  understanding	  flower-­‐visitor	  networks	  from	  seasonally	  predictable	  landscapes,	  findings	  from	  such	  studies	  may	  have	  limited	  application	  in	  understanding	  network	  dynamics	  in	  temporally	  unpredictable	  environments.	  
My	  study	  centred	  on	  understanding	  how	  network	  structure	  and	  function	  respond	  to	  rain-­‐driven	  resource	  pulses	  in	  a	  climatically	  unpredictable	  arid	  landscape	  in	  central	  Australia:	  a	  widespread	  bioregion	  that	  is	  under-­‐represented	  in	  pollination	  studies.	  I	  sampled	  a	  spatially	  and	  temporally	  resolved	  set	  of	  18	  flower-­‐visitation	  networks	  using	  a	  spatially-­‐nested	  design	  to	  capture	  variation	  in	  network	  structure,	  species	  richness,	  abundance,	  composition	  and	  flowering	  intensity	  at	  varying	  spatial	  scales	  over	  time.	  Networks	  were	  sampled	  using	  standardised	  methods,	  and	  represent	  a	  substantial	  contribution	  to	  the	  global	  database	  of	  flower-­‐visitation	  networks	  in	  terms	  of	  both	  network	  size	  (range	  from	  45	  to	  118)	  and	  sampling	  effort	  (432	  hours).	  Tracking	  the	  natural	  assembly	  and	  disassembly	  of	  networks	  (due	  to	  rain-­‐driven	  pulses)	  provides	  an	  ideal	  system	  to	  investigate	  how	  community	  dynamics	  respond	  to	  extrinsic	  processes	  and	  the	  flow-­‐on	  effects	  for	  network	  function.	  
To	  ensure	  representative	  and	  efficient	  sampling	  of	  pollinator	  populations	  and	  assemblages,	  the	  merits	  of	  two	  commonly	  employed	  techniques	  to	  sample	  pollinators	  were	  determined.	  Net	  sampling	  and	  pan	  trapping	  were	  compared	  in	  terms	  of	  species	  discovery,	  quantifying	  abundance,	  species	  pollination	  function,	  and	  assemblage	  composition,	  and	  responses	  of	  species	  to	  changing	  floral	  resources.	  Net	  sampling	  was	  more	  effective	  at	  capturing	  flower-­‐visitor	  diversity	  and	  abundance	  in	  a	  way	  that	  reflected	  the	  spatio-­‐temporal	  variability	  in	  floral	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resources.	  In	  addition,	  net	  sampling	  linked	  species	  to	  pollination	  through	  behavioural	  observations	  of	  flower-­‐visitation	  interaction	  frequency	  and	  allowed	  the	  sampling	  of	  pollen	  from	  collected	  visitors.	  No	  known	  exotic	  species	  were	  sampled,	  and	  species	  diversity	  was	  dominated	  by	  hymenopterans,	  with	  180	  wasp	  and	  72	  solitary	  bee	  species	  from	  a	  total	  436	  species.	  Up	  to	  33	  bee	  species	  were	  previously	  unknown	  to	  science,	  and	  their	  discovery	  represents	  a	  novel	  contribution	  to	  our	  understanding	  of	  the	  bee	  fauna	  of	  arid	  Australia.	  
A	  necessary	  next	  step	  was	  to	  assess	  the	  relevance	  of	  flower-­‐visitation	  interactions	  to	  pollination	  function.	  Flower-­‐visitation	  networks	  are	  used	  as	  substitutes	  for	  pollination	  networks,	  and	  it	  is	  often	  assumed	  that	  all	  visitors	  to	  flowers	  are	  pollinators.	  As	  we	  know	  this	  to	  be	  untrue,	  it	  is	  vital	  that	  we	  understand	  the	  relationship	  between	  the	  structure	  of	  flower-­‐	  visitor	  and	  pollen-­‐transport	  networks,	  as	  the	  ecological	  and	  evolutionary	  relevance	  of	  different	  network	  properties	  may	  not	  apply	  across	  both.	  By	  analysing	  pollen	  loads	  of	  visitors	  and	  by	  using	  null	  pollen-­‐transport	  networks	  to	  account	  for	  size	  differences	  between	  observed	  networks,	  I	  found	  that	  networks	  were	  similar	  in	  structure,	  but	  the	  pollen-­‐transport	  network	  displayed	  higher	  specialisation,	  lower	  interaction	  evenness	  and	  fewer	  links.	  Pollen	  transport	  was	  confirmed	  in	  only	  one	  third	  of	  unique	  visitation	  interactions,	  a	  result	  of	  frequent	  and	  rare	  visitation	  interactions	  that	  also	  depended	  on	  the	  identity	  of	  visitors.	  Despite	  the	  shortfalls	  associated	  with	  sampling	  flower-­‐visitors	  instead	  of	  pollinators,	  the	  structure	  of	  visitation	  networks	  was	  representative	  of	  pollen-­‐transport	  networks,	  which	  is	  a	  simple	  first	  step	  toward	  pollination.	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Dynamic	  changes	  in	  network	  composition	  will	  likely	  translate	  to	  altered	  structure	  and	  in	  turn	  perhaps	  reveal	  how	  the	  system	  functions.	  To	  tackle	  this	  problem,	  I	  empirically	  tested	  the	  role	  of	  rain	  as	  an	  environmental	  driver	  of	  community	  and	  network	  structural	  change.	  I	  did	  this	  by	  comparing	  the	  changes	  in	  network	  structure	  in	  relation	  to	  recent	  rainfall,	  as	  this	  is	  the	  key	  driver	  of	  change	  in	  the	  arid	  grassland	  system.	  I	  found	  that	  an	  increase	  in	  the	  previous	  nine	  months	  cumulative	  rainfall	  increased	  network	  size,	  network-­‐level	  specialisation	  and	  nestedness,	  and	  decreased	  connectance.	  Network-­‐level	  specialisation	  changed	  beyond	  that	  expected	  from	  increases	  in	  network	  size,	  which	  suggested	  that	  rainfall	  was	  an	  important	  determinant	  of	  network	  specialisation.	  Connectance	  and	  nestedness	  showed	  a	  response	  to	  rainfall	  and	  network	  size	  that	  was	  consistent	  with	  the	  idea	  that	  the	  rainfall–network	  size	  relationship	  will	  drive	  changes	  in	  network	  structure.	  
Having	  established	  that	  large	  rain	  events	  altered	  the	  structure	  of	  flower-­‐visitor	  networks,	  my	  next	  aim	  was	  to	  identify	  the	  mechanisms	  underpinning	  these	  changes.	  I	  found	  that	  recent	  rain	  stimulated	  flowering,	  which	  contributed	  to	  a	  greater	  increase	  in	  visitor	  species	  richness	  compared	  to	  plant	  species	  richness.	  The	  two	  trophic	  levels	  contributed	  differently	  to	  network	  structure:	  plant	  species	  richness	  was	  the	  main	  determinant	  of	  the	  number	  of	  network	  modules,	  while	  visitor	  species	  richness	  was	  the	  main	  determinant	  of	  the	  size	  of	  these	  modules.	  Species	  were	  assigned	  into	  the	  following	  roles	  based	  on	  the	  pattern	  of	  their	  links	  within	  a	  module	  compared	  to	  between	  modules:	  hubs	  exhibit	  many	  links	  within	  and	  between	  modules,	  connectors	  act	  as	  ‘glues’	  linking	  several	  modules	  together,	  peripherals	  have	  several	  links	  mostly	  within	  one	  module,	  and	  ultraperipherals	  have	  few	  links	  within	  a	  single	  module.	  Changes	  in	  module	  size	  were	  driven	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primarily	  by	  species	  playing	  an	  ultraperipheral	  role,	  followed	  by	  peripherals	  and	  connectors,	  but	  the	  number	  of	  hubs	  per	  module	  was	  never	  greater	  than	  one.	  Greater	  flowering	  intensity	  also	  increased	  the	  average	  species	  role	  of	  the	  network,	  which	  caused	  an	  increase	  in	  the	  proportion	  of	  connectors	  in	  the	  network	  but	  decreased	  that	  of	  ultraperipherals.	  
Finally,	  I	  tested	  the	  importance	  of	  flower	  and	  visitor	  size,	  nectar	  rewards	  and	  floral	  symmetry	  as	  mechanisms	  that	  determine	  the	  role	  of	  species	  within	  a	  network.	  I	  found	  that	  roles	  were	  affected	  by	  the	  level	  of	  species	  complementarity:	  the	  average	  role	  of	  zygomorphic	  plant	  species	  shifted	  away	  from	  ultraperipherals	  and	  towards	  connectors	  and	  hubs	  as	  bee	  species	  richness	  increased	  with	  rain.	  This	  demonstrated	  that	  a	  species	  network	  role	  depended	  not	  only	  on	  the	  abundance	  or	  traits	  of	  the	  species,	  but	  also	  on	  community	  processes	  that	  determined	  species	  composition	  and	  flowering	  intensity.	  	  
This	  thesis	  contributes	  to	  our	  understanding	  pollination	  in	  several	  ways.	  Firstly,	  it	  presents	  substantial	  empirical	  datasets	  of	  pollination	  networks	  from	  an	  under-­‐sampled	  arid	  grassland.	  Secondly,	  around	  30	  undescribed	  species	  of	  bees	  were	  discovered.	  Third,	  sampling	  on	  ecologically-­‐relevant	  temporal	  and	  spatial	  scales	  enabled	  me	  to	  document	  how	  rain-­‐driven	  changes	  in	  ecological	  communities	  determine	  network	  structure.	  Finally,	  I	  show	  how	  species	  role	  can	  be	  mediated	  through	  certain	  traits	  and	  rain-­‐driven	  change	  in	  species	  composition.	  
These	  findings	  are	  of	  increased	  significance	  given	  predictions	  that	  global	  climate	  change	  will	  increase	  the	  frequency	  and	  severity	  of	  extreme	  climatic	  events.	  As	  this	  unfolds,	  many	  of	  the	  world’s	  ecosystems	  may	  tend	  more	  towards	  pulse-­‐reserve	  dynamics,	  and	  be	  subject	  to	  similar	  changes	  in	  the	  structure,	  function	  and	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dynamics	  of	  networks	  as	  depicted	  here.	  To	  predict	  pollination	  services	  under	  such	  environmental	  change,	  I	  advocate	  better	  understanding	  of	  the	  mechanisms	  linking	  abiotic	  factors,	  community	  structure	  and	  pollination	  network	  structure	  in	  contrasting	  environments.	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Preface	  
This	  thesis	  is	  set	  out	  as	  a	  series	  of	  papers,	  an	  option	  available	  at	  The	  University	  of	  Sydney.	  The	  papers	  have	  been	  published,	  accepted	  or	  submitted	  to	  appropriate	  peer-­‐reviewed	  scientific	  journals	  in	  the	  form	  presented	  here	  or	  similar.	  As	  a	  consequence,	  there	  is	  some	  redundancy	  among	  chapters.	  
Chapters	  that	  have	  been	  a	  published	  or	  accepted	  to	  peer-­‐reviewed	  journals	  are	  indicated	  at	  the	  beginning	  of	  each	  chapter.	  My	  co-­‐authors	  on	  these	  papers	  are	  Assoc.	  Prof.	  Glenda	  M.	  Wardle	  and	  Dr.	  Yvonne	  Davila.	  Glenda	  and	  Yvonne	  provided	  supervision	  of	  the	  project,	  including	  discussions	  on	  initial	  concepts,	  design	  and	  analyses	  of	  data,	  and	  improved	  earlier	  versions	  of	  the	  chapters.	  
chapter	  1	  
	  
	  
General	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Ethabuka	  Nature	  Reserve,	  Simpson	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Introduction	  
Animals	  visit	  flowers	  to	  access	  resources	  and	  can	  effect	  pollination	  by	  moving	  pollen	  to	  conspecific	  individuals.	  These	  mutualistic	  interactions	  between	  plants	  and	  animals	  play	  out	  in	  a	  much	  broader	  context.	  Flower-­‐visitor	  interactions	  span	  from	  simple	  exploitation	  of	  resources	  (pollinators	  or	  floral	  rewards)	  leading	  to	  competition	  among	  species,	  direct	  predation	  by	  visitors	  upon	  other	  animals	  at	  a	  flower,	  and	  incorporate	  a	  myriad	  of	  indirect	  interactions	  such	  as	  facilitating	  the	  entry	  of	  smaller	  visitors	  through	  holes	  chewed	  in	  floral	  tissues.	  I	  am	  interested	  in	  how	  observations	  on	  the	  simple	  pursuit	  of	  a	  good	  meal	  from	  the	  animal	  perspective,	  or	  successful	  reproduction	  from	  the	  plant	  point	  of	  view,	  serve	  to	  shed	  light	  on	  questions	  that	  are	  fundamental	  to	  ecology:	  how	  so	  many	  species	  coexist	  together,	  and	  how	  interactions	  among	  them	  shape	  their	  collective	  distribution,	  their	  abundance,	  and	  the	  resulting	  ecological	  communities.	  	  
Despite	  progress	  in	  understanding	  pairwise	  interactions,	  including	  some	  of	  the	  more	  fascinating	  examples	  of	  obligate	  pollination	  mutualisms	  of	  iconic	  systems	  such	  as	  figs	  and	  fig-­‐wasps,	  we	  need	  to	  recognise	  that	  evidence	  now	  suggests	  pollination	  interactions	  are	  often	  generalised	  (Waser	  et	  al.	  1996).	  These	  mutualistic	  interactions	  involve	  hundreds	  of	  species	  that	  are	  interdependent	  on	  one	  another	  in	  a	  complex	  web	  (Memmott	  1999).	  Handling	  the	  complexity	  of	  interactions	  is	  now	  possible	  by	  visualising	  the	  web	  of	  interactions	  as	  a	  network	  of	  species	  and	  associated	  links.	  The	  inter-­‐relationships	  among	  species	  are	  organised	  in	  ways	  that	  support	  species	  coexistence	  and	  resistance	  to	  perturbations,	  such	  as	  species	  extinction	  (Bascompte	  and	  Jordano	  2007).	  For	  instance,	  nested	  networks	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are	  more	  tolerant	  to	  random	  species	  loss	  (Memmott	  et	  al.	  2004).	  We	  now	  have	  a	  sound	  understanding	  of	  the	  potential	  factors	  determining	  network	  structure,	  such	  as	  species	  richness	  and	  abundance	  (through	  neutral	  processes),	  and	  species	  composition	  (through	  trait-­‐mediated	  processes).	  However,	  species	  interactions	  will	  change	  as	  ecological	  communities	  change,	  leading	  to	  rewiring	  of	  interaction	  networks.	  This	  raises	  the	  fundamental	  question	  of	  how	  network	  function	  is	  maintained	  despite	  variation	  in	  species	  interactions	  and	  community	  structure.	  While	  networks	  from	  seasonally	  predictable	  environments	  have	  been	  utilised	  to	  reach	  our	  current	  knowledge	  of	  network	  structure	  and	  function,	  they	  may	  have	  limited	  application	  in	  understanding	  network	  dynamics	  in	  temporally	  unpredictable	  environments.	  My	  approach	  to	  addressing	  this	  general	  problem	  is	  to	  set	  up	  a	  conceptual	  framework	  (Fig.	  1-­‐1)	  that	  clearly	  sets	  out	  how	  each	  of	  the	  components	  relates	  in	  a	  causal	  way.	  I	  track	  the	  natural	  assembly	  and	  disassembly	  of	  temporally	  and	  spatially	  resolved	  set	  of	  multispecies	  networks	  in	  a	  pulse-­‐reserve	  system,	  to	  capture	  variations	  in	  species	  richness,	  abundance,	  composition	  and	  flowering	  intensity.	  I	  investigate	  the	  response	  of	  these	  networks	  to	  natural	  fluctuations	  in	  community	  structure.	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Fig.	  1-­‐1.The	  conceptual	  framework	  of	  this	  thesis.	  	  	  














   




















































Chapter	  1:	  General	  introduction	  
5	  
The	  purpose	  of	  this	  introductory	  chapter	  is	  to	  set	  the	  scene	  for	  my	  research	  and	  introduce	  the	  multiple	  disciplines	  that	  inform	  this	  study:	  pollination	  ecology,	  community	  ecology	  and	  network	  theory.	  I	  will	  first	  review	  the	  global	  importance	  of	  pollination,	  then	  appraise	  the	  role	  of	  species	  interactions	  in	  structuring	  ecological	  communities,	  and	  give	  an	  overview	  of	  the	  recent	  shift	  toward	  network	  studies	  in	  pollination	  research.	  I	  then	  outline	  the	  importance	  of	  scale	  in	  ecological	  studies	  and	  why	  pulse-­‐reserve	  dynamics	  can	  shed	  light	  on	  the	  nature	  of	  species	  interactions.	  Next,	  I	  explore	  the	  advantages	  and	  limitations	  of	  studying	  networks,	  and	  examine	  the	  current	  understanding	  of	  pollination	  networks.	  I	  then	  consider	  the	  effects	  of	  climate	  change	  on	  pollination	  networks.	  I	  then	  present	  the	  aims	  and	  scope	  of	  this	  thesis,	  and	  give	  a	  general	  introduction	  to	  the	  study	  system.	  Finally	  I	  outline	  the	  structure	  of	  this	  thesis	  within	  my	  conceptual	  framework.	  
Global	  importance	  of	  biotic	  pollination	  
Pollination	  is	  an	  essential	  service	  that	  sustains	  hundreds	  of	  thousands	  of	  plant	  and	  animal	  species,	  and	  secures	  food	  for	  human	  populations.	  Biotic	  pollination	  is	  the	  process	  by	  which	  pollen	  is	  transferred	  from	  the	  male	  to	  the	  female	  part	  of	  the	  flower	  by	  an	  animal	  usually	  in	  return	  for	  a	  reward,	  enabling	  the	  plant	  to	  reproduce.	  It	  is	  estimated	  that	  308	  000,	  or	  87.5%	  of	  angiosperm	  species	  rely	  on	  biotic	  pollination	  for	  reproduction	  (Ollerton	  et	  al.	  2011),	  while	  the	  number	  of	  pollinator	  species	  is	  estimated	  to	  be	  300	  000	  (Buchmann	  and	  Nabhan	  1996).	  Many	  more	  rely	  on	  the	  products	  of	  pollination,	  such	  as	  seed	  and	  fruit.	  Insects	  are	  the	  most	  speciose	  pollinators,	  but	  birds,	  flying	  and	  non-­‐flying	  mammals,	  and	  even	  reptiles	  are	  known	  pollinators	  (Goldingay	  et	  al.	  1991,	  Hansen	  et	  al.	  2007,	  Willmer	  2011).	  Animals	  visit	  flowers	  to	  access	  floral	  resources	  such	  as	  nectar,	  pollen,	  and	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oils,	  but	  also	  to	  prey	  on	  other	  visitors,	  find	  mates,	  or	  sometimes	  even	  to	  regulate	  their	  temperature	  (Pellmyr	  2002,	  Willmer	  2011).	  Some	  animals,	  such	  as	  bees,	  are	  completely	  dependent	  on	  floral	  resources	  as	  a	  food	  source,	  while	  many	  large	  groups	  of	  species	  from	  Hymenoptera,	  Coleoptera,	  Lepidoptera,	  and	  Diptera	  rely	  exclusively	  on	  floral	  resources	  during	  one	  or	  more	  of	  their	  life	  stages	  (Pellmyr	  2002).	  	  
Humans	  too	  depend	  on	  pollination	  services,	  as	  39	  of	  the	  57	  major	  crops	  worldwide	  rely	  on	  biotic	  pollination	  to	  increase	  fruit	  or	  seed	  set	  (Klein	  et	  al.	  2007,	  Aizen	  et	  al.	  2009).	  	  When	  minor	  crops	  are	  included,	  85%	  of	  the	  264	  crops	  cultivated	  in	  Europe	  require	  biotic	  pollination	  (Williams	  1994).	  The	  annual	  monetary	  worth	  of	  pollination	  services	  has	  been	  estimated	  at	  €153	  billion	  (Gallai	  et	  al.	  2009),	  and	  these	  estimates	  are	  continually	  increased	  upon	  revision	  (e.g.	  Costanza	  et	  al.	  1997).	  Therefore,	  growing	  evidence	  of	  pollinator	  declines	  across	  the	  globe	  has	  led	  to	  concerns	  for	  the	  maintenance	  of	  wild	  plant-­‐pollinator	  communities	  and	  food	  production	  (Biesmeijer	  et	  al.	  2006,	  Potts	  et	  al.	  2010,	  Tylianakis	  2013).	  Land	  use	  change	  such	  as	  habitat	  loss,	  fragmentation	  and	  degradation	  are	  considered	  the	  biggest	  threat	  (Brown	  and	  Paxton	  2009),	  because	  they	  directly	  reduce	  available	  habitats	  and	  resources,	  and	  fragment	  populations.	  Climate	  change	  has	  the	  potential	  to	  further	  disrupt	  pollination	  by	  altering	  species	  phenologies,	  potentially	  leaving	  species	  without	  interaction	  partners	  (Memmott	  et	  al.	  2007,	  Hegland	  et	  al.	  2009,	  Forrest	  et	  al.	  2010,	  Diez	  et	  al.	  2012).	  A	  limitation	  to	  our	  understanding	  of	  pollinator	  declines	  has	  been	  the	  lack	  of	  coordinated	  monitoring	  programs	  (Potts	  et	  al.	  2010).	  This	  has	  stimulated	  dedicated	  monitoring	  of	  pollinator	  populations	  across	  Europe	  and	  North	  America	  (Berenbaum	  et	  al.	  2007),	  the	  establishment	  of	  the	  International	  Pollinator	  Initiative	  to	  coordinate	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world-­‐wide	  activities,	  and	  raise	  public	  awareness	  of	  the	  importance	  of	  pollinators	  and	  the	  services	  they	  provide.	  
Interactions	  among	  species	  structure	  ecological	  communities	  
It	  has	  long	  been	  recognised	  that	  the	  interactions	  among	  species	  are	  important	  determinants	  of	  the	  structure	  of	  ecological	  communities,	  and	  central	  in	  defining	  the	  distribution,	  abundance	  and	  fitness	  of	  species	  (Clements	  1916,	  Allee	  et	  al.	  1949,	  Hairston	  et	  al.	  1960,	  Bruno	  et	  al.	  2003).	  Negative	  interactions	  have	  received	  considerable	  historical	  attention	  compared	  to	  other	  interaction	  types	  (Connell	  1983,	  Schoener	  1983,	  Bruno	  et	  al.	  2003),	  and	  are	  often	  considered	  the	  most	  important	  biotic	  factor	  controlling	  community	  structure.	  This	  is	  because	  the	  distribution	  and	  abundance	  of	  organisms	  is	  dependent	  on	  their	  ability	  to	  find	  and	  compete	  for	  limited	  resources	  such	  as	  food.	  However,	  recent	  research	  has	  indicated	  that	  facilitation	  interactions	  are	  at	  least	  as	  important	  as	  other	  factors	  structuring	  communities	  (Bertness	  and	  Callaway	  1994,	  Stachowicz	  2001,	  Bruno	  et	  al.	  2003,	  Bascompte	  and	  Jordano	  2007,	  Sargent	  and	  Ackerly	  2008).	  Facilitation	  interactions	  are	  relationships	  between	  species	  where	  at	  least	  one	  species	  benefits	  and	  neither	  cause	  harm	  (Bruno	  et	  al.	  2003).	  When	  both	  species	  benefit,	  facilitative	  interactions	  become	  mutualisms.	  Mutualistic	  interactions	  include	  essential	  ecosystem	  functions	  such	  as	  pollination,	  seed-­‐dispersal	  by	  animals,	  and	  mycorrhizal	  associations	  between	  plants	  and	  fungi.	  Facilitation	  interactions	  can	  have	  important	  effects	  on	  community	  organisation.	  For	  example,	  the	  lack	  of	  specific	  pollinator	  mutualists	  can	  restrict	  the	  distribution	  of	  specific	  plant	  species	  and	  vice	  versa	  through	  lowered	  reproductive	  output	  and	  subsequent	  recruitment	  (Moeller	  et	  al.	  2012).	  Conversely,	  plants	  and	  their	  pollinator	  species	  can	  extend	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each	  other’s	  range	  (Sargent	  and	  Ackerly	  2008).	  By	  flowering	  together	  or	  sequentially,	  plants	  can	  attract	  and	  maintain	  a	  larger	  or	  more	  diverse	  pollinator	  assemblage	  than	  if	  they	  flowered	  on	  their	  own,	  potentially	  facilitating	  an	  increase	  in	  each	  other’s	  seed	  set	  (Sargent	  and	  Ackerly	  2008).	  
Early	  studies	  which	  attempted	  to	  understand	  the	  effects	  of	  species	  interactions	  on	  the	  structure	  of	  ecological	  communities,	  focused	  primarily	  on	  direct	  pairwise	  interactions.	  Feeding	  or	  trophic	  relationships	  were	  usually	  depicted	  as	  food	  chains,	  in	  which	  a	  reduced	  subset	  of	  the	  whole	  community	  was	  studied	  as	  a	  series	  of	  linear	  pairwise	  interactions	  (Hairston	  et	  al.	  1960,	  Fretwell	  1987),	  or	  combined	  to	  produce	  food	  webs	  showing	  feeding	  interactions	  among	  functional	  groups	  (Paine	  1966).	  However,	  it	  is	  now	  acknowledged	  that	  interactions	  among	  species	  are	  diverse	  and	  vary	  in	  strength	  with	  many	  other	  species	  (Waser	  et	  al.	  1996,	  Novotny	  et	  al.	  2002).	  Consequently,	  simple	  systems	  are	  inadequate	  to	  understand	  the	  full	  interdependence	  of	  species	  in	  a	  community	  (Bascompte	  2009).	  	  In	  particular,	  indirect	  effects	  between	  species	  via	  shared	  interaction	  partners	  are	  ubiquitous	  in	  a	  community,	  and	  can	  be	  just	  as	  important	  as	  direct	  interactions	  (Lau	  and	  Strauss	  2005).	  Failing	  to	  consider	  all	  interactions,	  direct	  or	  otherwise,	  can	  drastically	  change	  predictions	  about	  how	  a	  system	  operates	  (Wootton	  2002,	  Tylianakis	  et	  al.	  2008).	  
Despite	  the	  early	  focus	  on	  trophic	  or	  predator-­‐prey	  interactions,	  mutualistic	  interactions	  such	  as	  pollination	  or	  seed-­‐disperser	  are	  increasingly	  being	  used	  to	  understand	  how	  interactions	  shape	  communities	  (Bastolla	  et	  al.	  2009,	  Thébault	  and	  Fontaine	  2010).	  This	  is	  for	  several	  reasons:	  the	  recognition	  of	  the	  importance	  of	  mutualisms	  in	  the	  ecology	  and	  evolution	  of	  species	  (Bruno	  et	  al.	  2003,	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Bascompte	  and	  Jordano	  2007,	  van	  der	  Niet	  and	  Johnson	  2012);	  the	  large	  number	  of	  species	  in	  a	  community	  that	  participate	  in	  mutualisms	  (Buchmann	  and	  Nabhan	  1996,	  Jordano	  2000,	  Ollerton	  et	  al.	  2011);	  and	  the	  high	  degree	  of	  generalism	  in	  mutualistic	  interactions	  (Waser	  et	  al.	  1996,	  Fontaine	  et	  al.	  2009).	  Furthermore,	  interactions	  are	  not	  fixed,	  and	  so	  the	  strength	  and	  type	  of	  interaction	  can	  vary	  across	  time	  and	  space	  (Herrera	  1988a),	  along	  with	  phenology,	  behaviour	  and	  abundances	  (Tylianakis	  et	  al.	  2008).	  Therefore,	  many	  species	  are	  ultimately	  dynamic	  in	  their	  degree	  of	  specialisation	  (interact	  with	  few	  other	  species)	  and	  generalisation	  (interact	  with	  many	  other	  species).	  
Specialisation	  to	  generalisation	  
A	  fundamental	  aspect	  of	  any	  ecological	  interaction	  is	  whether	  species	  have	  many	  or	  few	  interaction	  partners	  (Fox	  and	  Morrow	  1981,	  Waser	  2006).	  That	  is,	  the	  degree	  to	  which	  a	  species	  is	  specialised	  or	  generalised.	  Pollination	  is	  no	  exception	  and	  with	  so	  many	  species	  involved,	  there	  is	  a	  range	  of	  specialised	  and	  generalised	  systems,	  from	  obligate	  specialists	  (a	  single	  plant	  species	  which	  are	  serviced	  by	  one	  pollinator	  species	  which	  pollinates	  only	  one	  other	  plant	  species)	  to	  facultative	  generalist	  (a	  plant	  species	  which	  is	  adequately	  serviced	  by	  any	  of	  a	  taxonomically	  broad	  range	  of	  pollinators	  which	  are	  also	  visitors	  to	  many	  other	  species)	  (Ollerton	  et	  al.	  2007;	  although	  see	  Appendix	  1	  for	  other	  definitions).	  However,	  obligate	  specialisation	  and	  facultative	  generalisation	  are	  two	  extremes	  of	  a	  continuum	  of	  resource	  use	  (pollination	  services)	  or	  niche	  breadth	  (food	  or	  other	  benefit	  gained	  from	  visiting	  flowers)	  in	  pollination	  interactions	  (Waser	  2006).	  Variation	  in	  interaction	  partners	  in	  pollination	  systems	  is	  critical	  for	  plant	  mating	  and	  population	  dynamics	  (ecological	  context),	  floral	  adaptation	  and	  plant	  speciation	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(evolutionary	  context),	  and	  resilience	  to	  co-­‐extinctions	  (conservation	  context)	  (Waser	  et	  al.	  1996).	  
Given	  the	  importance	  of	  variation	  in	  pollination	  interactions,	  it	  is	  no	  wonder	  that	  its	  perceived	  prevalence	  has	  to	  some	  degree	  defined	  the	  scientific	  study	  of	  pollination.	  The	  main	  emphasis	  in	  pollination	  studies	  for	  the	  past	  150	  years	  has	  been	  based	  on	  understanding	  the	  adaptations	  of	  floral	  traits	  in	  relation	  to	  specific	  visitors,	  and	  then	  how	  plants	  manipulate	  visitors	  in	  ways	  that	  maximise	  the	  delivery	  of	  pollen	  from	  genetically	  different	  individuals,	  achieving	  cross-­‐pollination	  (Willmer	  2011).	  An	  inherent	  assumption	  was	  that	  specialisation	  in	  pollination	  is	  desirable	  and	  favoured	  by	  evolutionary	  change	  (Willmer	  2011).	  This	  framework	  led	  to	  the	  formation	  of	  pollination	  syndromes:	  the	  classification	  of	  flowers	  into	  distinct	  types	  based	  on	  evolutionary	  adaptations	  which	  suit	  the	  abilities	  and	  preferences	  of	  certain	  visitor	  types.	  Characteristics	  defining	  syndromes	  include	  aspects	  of	  floral	  morphology,	  colour,	  scent,	  reward	  and	  timing	  of	  anthesis,	  and	  visitor	  types	  are	  often	  at	  the	  order	  or	  above	  level	  (e.g.	  beetles,	  bees,	  birds)	  (Faegri	  and	  van	  der	  Pijl	  1966).	  The	  concept	  developed	  to	  include	  the	  ‘most	  effective	  pollinator	  principle’,	  suggesting	  that	  a	  plant	  will	  evolve	  specialisations	  to	  match	  its	  more	  effective	  pollinators	  (Stebbins	  1970).	  Specialisation	  through	  syndromes	  is	  believed	  to	  be	  advantageous	  for	  both	  the	  plant	  and	  visitor:	  specialised	  visitors	  can	  improve	  their	  foraging	  efficiency	  as	  they	  need	  to	  learn	  how	  to	  access	  rewards	  from	  only	  one	  flower	  (Cane	  and	  Payne	  1988,	  Laverty	  and	  Plowright	  1988),	  and	  plants	  can	  improve	  rates	  of	  outcrossing	  by	  specialising	  on	  its	  most	  effective	  pollinator	  (Willmer	  2011).	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However,	  by	  the	  1990s,	  syndromes	  attracted	  strong	  criticisms	  centred	  on	  the	  apparent	  paradox	  that	  flowers	  specialised	  on	  certain	  pollinator	  types	  are	  visited	  by	  multiple	  types	  of	  animals	  (Herrera	  1996,	  Ollerton	  1996).	  Furthermore,	  the	  assumption	  that	  pollination	  evolves	  toward	  specialisation	  was	  also	  challenged,	  as	  mounting	  evidence	  suggested	  that	  flowers	  are	  visited	  by	  many	  animal	  species,	  and	  patterns	  of	  visitation	  (and	  the	  degree	  of	  specialisation	  or	  generalisation	  of	  species)	  are	  highly	  variable	  across	  time	  and	  space	  (Herrera	  1988a,	  Ashman	  and	  Stanton	  1991,	  Herrera	  1996,	  Waser	  et	  al.	  1996,	  Traveset	  and	  Sáez	  1997,	  Price	  et	  al.	  2005,	  Davila	  and	  Wardle	  2008).	  In	  part,	  this	  reflects	  fluctuations	  in	  the	  local	  abundance	  of	  pollinator	  species,	  or	  the	  number	  of	  co-­‐flowering	  plant	  species	  (Herrera	  1988a,	  Waser	  et	  al.	  1996,	  Lázaro	  et	  al.	  2009,	  Lázaro	  et	  al.	  2010,	  Liao	  et	  al.	  2011).	  The	  degree	  of	  specialisation	  or	  generalisation	  of	  a	  species	  is	  to	  some	  extent	  scale	  dependent,	  as	  opposed	  to	  an	  invariant	  species-­‐level	  property	  (Herrera	  2005):	  at	  small	  spatial	  or	  temporal	  scales,	  plants	  and	  pollinators	  appear	  more	  specialised	  than	  they	  do	  at	  larger	  scales.	  In	  light	  of	  the	  new	  evidence,	  generalisation	  and	  not	  specialisation	  was	  argued	  as	  the	  norm	  in	  pollination	  (Waser	  et	  al.	  1996).	  Generalisation	  is	  predicted	  as	  the	  best	  strategy	  when	  preferred	  species	  are	  rare	  or	  fluctuating	  in	  time	  or	  space,	  contrasting	  the	  vulnerability	  of	  specialised	  interactions	  to	  any	  perturbation	  (Waser	  at	  al.	  1996).	  More	  recent	  tests	  of	  pollination	  syndromes	  have	  found	  that	  plant	  species	  rarely	  occupy	  phenotypic	  space	  as	  defined	  by	  syndromes,	  and	  predicting	  major	  pollinators	  from	  syndromes	  alone	  is	  unreliable	  (Ollerton	  et	  al.	  2009).	  In	  defence	  of	  syndromes	  and	  the	  tendency	  toward	  specialisation,	  some	  have	  suggested	  that	  generalisation	  comes	  about	  when	  non-­‐pollinators	  (visitors)	  are	  considered	  (Willmer	  2011),	  and	  rather,	  when	  pollinators	  are	  organised	  into	  functional	  groups	  according	  to	  the	  selection	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pressure	  they	  exert	  (and	  not	  by	  taxonomic	  grouping),	  then	  syndromes	  remain	  a	  powerful	  framework	  to	  understand	  pollination	  interactions.	  Specialisation	  is	  also	  not	  necessarily	  risky,	  as	  plants	  have	  other	  fall-­‐back	  mechanisms	  such	  as	  clonality,	  longevity	  or	  facultative	  selfing	  if	  biotic	  pollination	  is	  unsuccessful	  (Willmer	  2011).	  	  
Scale	  remains	  an	  important	  ecological	  issue	  
Scaling	  issues	  are	  fundamental	  to	  all	  ecological	  investigations.	  The	  scale	  of	  investigation	  determines	  the	  range	  of	  patterns	  and	  processes	  that	  can	  be	  detected	  (Weins	  1989),	  and	  how	  they	  are	  described	  (Levin	  1992).	  As	  stated	  in	  the	  previous	  section,	  the	  perceived	  level	  of	  specialisation	  of	  a	  plant	  or	  pollinator	  can	  change	  with	  the	  scale	  of	  investigation.	  Further	  examples	  can	  be	  found	  across	  ecological	  systems:	  differences	  in	  leaf	  litter	  decomposition	  rates	  at	  a	  local	  scale	  can	  mostly	  be	  explained	  by	  the	  properties	  of	  the	  leaf	  litter,	  whereas	  on	  broader	  scales	  climate	  variables	  explain	  most	  of	  the	  variation	  (Meentemeyer	  1984).	  In	  another	  example,	  the	  distribution	  of	  two	  bird	  species	  in	  north-­‐eastern	  United	  States	  is	  negatively	  associated	  at	  fine	  scales	  but	  positively	  associated	  at	  a	  regional	  scale	  (Sherry	  and	  Holmes	  1988).	  	  
To	  some	  degree,	  the	  generalisation	  or	  specialisation	  of	  plants	  and	  pollinators	  depends	  on	  the	  assemblage	  of	  plants	  and	  visitors	  in	  which	  they	  are	  embedded	  (Herrera	  1988a,	  Lázaro	  et	  al.	  2009).	  To	  reduce	  bias	  when	  studying	  pollination	  interactions,	  Waser	  et	  al.	  (1996)	  advocated	  surveys	  of	  entire	  local	  assemblages.	  Scale	  is	  also	  an	  important	  consideration	  when	  conducting	  a	  community-­‐level	  investigation.	  For	  instance,	  if	  the	  spatial	  extent	  of	  sampling	  is	  larger	  than	  the	  foraging	  distance	  of	  visitors,	  then	  plants	  in	  different	  areas	  will	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experience	  different	  visitor	  assemblages	  due	  to	  spatial	  variation	  of	  visitors.	  Likewise,	  if	  flowering	  phenology	  is	  short	  with	  high	  temporal	  turnover,	  then	  visitors	  will	  experience	  different	  floral	  assemblages	  depending	  on	  when	  they	  are	  active.	  Therefore,	  a	  consideration	  of	  scale	  necessarily	  has	  to	  take	  intoaccount	  community	  dynamics	  such	  as	  changes	  in	  species	  richness,	  abundance	  and	  composition.	  Community	  dynamics	  will	  depend	  on	  the	  driving	  processes	  of	  a	  given	  system.	  For	  example,	  seasonal	  environments	  typically	  follow	  annual	  cycles,	  whereas	  arid	  environments	  will	  follow	  resource	  input	  as	  dictated	  by	  rain,	  which	  is	  usually	  unpredictable	  (Noy-­‐Meir	  1973).	  	  
Pulse	  –	  reserve	  dynamics	  
Species	  respond	  directly	  to	  their	  environment	  by	  altering	  their	  phenology	  (Inouye	  2008),	  behaviour	  (Kishi	  et	  al.	  2005),	  and	  physiology	  (Régnierè	  et	  al.	  2012).	  Phenology	  is	  the	  timing	  of	  life	  events,	  such	  as	  when	  a	  plant	  flowers,	  or	  when	  an	  insect	  emerges	  from	  diapause.	  The	  timing	  of	  these	  events	  will	  dictate	  the	  type	  and	  availability	  of	  food,	  and	  the	  availability	  of	  mates,	  affecting	  reproductive	  output	  (Dejong	  and	  Klinkhamer	  1991,	  Totland	  1993,	  Mahoro	  2002,	  Elzinga	  et	  al.	  2007).	  Furthermore,	  the	  type	  and	  strength	  of	  interaction	  can	  vary	  with	  biotic	  factors	  such	  as	  climate.	  For	  instance,	  Kishi	  et	  al.	  (2005)	  found	  that	  an	  increase	  in	  water	  temperature	  reduced	  rates	  of	  predation	  by	  a	  predatory	  fish	  on	  the	  herbivorous	  caddisfly	  larvae,	  increasing	  their	  abundance.	  This	  in	  turn	  led	  to	  a	  decrease	  in	  the	  abundance	  of	  algae	  due	  to	  herbivory	  by	  the	  caddisfly	  larvae.	  
Cues	  species	  utilise	  for	  phenology	  will	  vary	  depending	  on	  the	  environment.	  In	  predictable	  environments,	  (e.g.	  seasonal	  systems)	  phenology	  can	  depend	  on	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photoperiod	  (Tooke	  and	  Battey	  2010);	  temperature	  (Forrest	  and	  Thomson	  2011);	  snow	  melt	  (Inouye	  2008);	  or	  a	  combination	  of	  several	  factors	  (Lambert	  et	  al.	  2010).	  The	  result	  is	  often	  predictable,	  and	  repeated	  patterns	  of	  flowering	  and	  pollinator	  emergence	  (Inouye	  2008,	  Forrest	  and	  Thomson	  2011),	  which	  will	  lead	  to	  similar	  community	  structures	  each	  year.	  Conversely,	  pulse-­‐reserve	  environments	  are	  those	  where	  resources	  are	  delivered	  in	  distinct	  pulses,	  commonly	  stimulated	  by	  rain	  (Noy-­‐Meir	  1973).	  Species	  respond	  to	  rainfall	  in	  varied	  ways	  through	  physiological	  and	  morphological	  differences,	  which	  control	  their	  resource	  uptake,	  germination	  (or	  recommence	  development	  from	  dormancy),	  growth,	  and	  reproduction	  (Danks	  2002,	  Chesson	  et	  al.	  2004,	  Schwinning	  and	  Sala	  2004).	  Therefore,	  species	  assemblages	  and	  abundances	  will	  vary	  with	  unpredictable	  rainfall,	  creating	  dynamic	  communities	  in	  time	  and	  space.	  As	  communities	  vary,	  so	  will	  the	  interactions	  among	  species	  (Ostfeld	  and	  Keesing	  2000,	  Tylianakis	  et	  al.	  2008,	  Gilman	  et	  al.	  2010,	  Walther	  2010).	  To	  follow	  interaction	  dynamics,	  relationships	  among	  species	  can	  be	  visually	  represented	  in	  networks	  (Olesen	  et	  al.	  2008).	  
Networks	  
The	  world	  depends	  on	  networks.	  We	  are	  part	  of	  networks	  of	  social	  relationships;	  our	  brain	  activity	  is	  the	  result	  of	  a	  network	  of	  neural	  interactions;	  the	  electricity	  powering	  the	  computer	  I	  write	  this	  on	  is	  delivered	  by	  a	  network	  of	  electric	  power;	  the	  Internet	  and	  the	  World	  Wide	  Web;	  disease	  spread;	  actors’	  collaboration	  networks.	  Simply,	  a	  network	  is	  a	  collection	  of	  units	  that	  potentially	  interact	  (Proulx	  et	  al.	  2005).	  Network	  theory	  provides	  a	  powerful	  way	  to	  understand	  the	  relationship	  among	  units	  and	  their	  interdependence	  (Bascompte	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2009).	  The	  relationships	  among	  interacting	  units	  dictate	  how	  susceptible	  a	  power	  grid	  or	  a	  communication	  network	  is	  to	  failure	  (Albert	  et	  al.	  2000,	  Motter	  2004);	  how	  weakly	  virulent	  viruses	  can	  spread	  unopposed	  (Barabási	  2009);	  or	  how	  I	  can	  most	  effectively	  spread	  rumours	  about	  my	  supervisors	  (Borge-­‐Holthoefer	  et	  al.	  2012).	  Popularity	  in	  networks	  has	  grown	  steadily	  since	  the	  discovery	  by	  Barabási	  and	  Albert	  (1999),	  that	  real	  networks	  are	  non-­‐random	  and	  possess	  distinct	  structures.	  Similar	  structures	  (such	  as	  power-­‐law	  degree	  distribution),	  have	  been	  found	  in	  many	  networks	  despite	  differences	  in	  the	  nature	  of	  their	  nodes.	  This	  suggests	  common	  patterns	  of	  network	  formation	  (Barabási	  2009).	  Network	  theory	  has	  allowed	  new	  approaches	  to	  old	  questions	  in	  many	  different	  fields	  (Bascompte	  and	  Jordano	  2007),	  including	  genetics,	  engineering,	  and	  sociology.	  This	  widespread	  applicability	  of	  network	  theory	  has	  contributed	  to	  its	  popularity.	  
Ecology	  has	  a	  long	  tradition	  of	  using	  networks	  in	  the	  form	  of	  food	  webs	  (May	  1973,	  Cohen	  et	  al.	  1990),	  and	  the	  use	  of	  networks	  has	  greatly	  expanded	  in	  biology	  and	  ecology	  (Proulx	  et	  al.	  2005).	  Over	  the	  past	  decade,	  mutualistic	  interactions	  have	  been	  studied	  using	  techniques	  and	  methods	  from	  food	  web	  analysis	  and	  network	  theory	  (Jordano	  1987,	  Memmott	  1999,	  Bascompte	  and	  Jordano	  2007).	  Network	  level	  analysis	  has	  enabled	  researchers	  to	  understanding	  how	  interactions	  between	  species	  are	  shaped	  by	  the	  community	  within	  which	  they	  happen.	  Analysis	  of	  networks	  can	  also	  uncover	  how	  large	  assembles	  of	  interacting	  species	  are	  organised	  by	  ecological	  and	  evolutionary	  processes,	  and	  the	  functional	  consequences	  of	  network	  patterns	  (Bascompte	  and	  Jordano	  2007).	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Advantages	  and	  limitations	  of	  studying	  pollination	  as	  networks	  
Given	  the	  perceived	  inadequacies	  of	  syndromes	  as	  a	  framework	  to	  study	  pollination	  interactions	  (Ollerton	  1996,	  Waser	  et	  al.	  1996),	  other	  possible	  frameworks	  have	  been	  proposed.	  Based	  on	  the	  idea	  that	  generalisation	  is	  the	  norm	  in	  pollination	  (Waser	  et	  al.	  1996),	  community-­‐level	  studies	  into	  pollination	  have	  been	  conducted,	  with	  the	  objective	  to	  develop	  a	  more	  complete	  understanding	  of	  the	  patterns	  of	  links	  between	  all	  plant	  and	  pollinators	  in	  a	  community.	  Community-­‐level	  studies	  of	  pollination	  are	  not	  new	  and	  were	  performed	  long	  before	  the	  recent	  reassessment	  of	  syndromes.	  Researchers	  catalogued	  all	  visitation	  interactions	  between	  plants	  and	  animals	  in	  a	  community	  to	  understand	  community	  level	  patterns.	  These	  patterns	  include:	  the	  degree	  of	  visitor	  sharing	  among	  plants	  (Clements	  and	  Long	  1923,	  Arroyo	  et	  al.	  1982,	  Herrera	  1988b);	  patterns	  of	  pollen	  transport	  (Ramirez	  1993);	  prevalence	  of	  pollinator	  groups	  in	  relation	  to	  environment	  (Arroyo	  et	  al.	  1982)	  and	  over	  time	  (Herrera	  1988b,	  Inoue	  et	  al.	  1990);	  and	  visitation	  rates	  in	  relation	  to	  patterns	  of	  flowering	  phenology,	  floral	  and	  visitor	  morphology,	  and	  plant	  fecundity	  (Schemske	  et	  al.	  1978,	  Inouye	  and	  Pyke	  1988,	  Inoue	  et	  al.	  1990).	  	  
Lack	  of	  computer	  power	  and	  lack	  of	  mathematical	  theory	  meant	  that	  understanding	  community	  processes	  (instead	  of	  only	  individual	  associations)	  was	  rather	  limited.	  Jordano	  (1987)	  and	  Memmott	  (1999),	  borrowing	  concepts	  from	  food	  web	  analysis,	  performed	  the	  first	  rigorous	  community	  level	  analysis	  of	  pollination	  using	  network	  theory.	  Techniques	  have	  further	  expanded	  with	  advances	  in	  network	  theory	  (Albert	  and	  Barabási	  2002),	  and	  networks,	  from	  a	  range	  of	  environments	  have	  now	  been	  described	  (e.g.	  Memmott	  1999,	  Olesen	  and	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Jordano	  2002,	  Dupont	  et	  al.	  2003,	  Alarcón	  et	  al.	  2008,	  Petanidou	  et	  al.	  2008).	  Similar	  patterns	  repeatedly	  emerge,	  including	  heterogenous	  distribution	  of	  interactions	  (most	  species	  have	  few	  interactions	  and	  few	  have	  more	  interactions	  than	  can	  be	  expected	  by	  chance)	  and	  nestedness	  (specialists	  interact	  with	  subsets	  of	  generalists).	  Proponents	  have	  argued	  that	  network	  patterns	  have	  important	  implications	  for	  understanding	  why	  so	  many	  species	  are	  able	  to	  exist	  together	  and	  how	  they	  coevolve	  (Bascompte	  and	  Jordano	  2007).	  	  
However,	  there	  are	  limitations	  to	  pollination	  networks.	  Perhaps	  the	  most	  crucial	  limitation	  is	  that	  they	  are	  not	  strictly	  comprised	  of	  only	  pollination	  interactions.	  Networks	  are	  usually	  constructed	  by	  sampling	  animals	  that	  contact	  floral	  reproductive	  structures	  (Jordano	  1987,	  Memmott	  1999,	  Olesen	  et	  al.	  2002,	  Dupont	  et	  al.	  2003).	  This	  means	  that	  pollination	  networks	  include	  interactions	  with	  variable	  effects	  on	  plant	  fitness,	  and	  are	  in	  fact	  flower-­‐visitor	  networks.	  Pollinators	  can	  also	  vary	  in	  the	  effectiveness	  of	  services	  they	  provide	  (Ne'eman	  et	  al.	  2010).	  Therefore,	  the	  strength	  of	  interactions	  between	  species	  is	  not	  simply	  based	  on	  the	  quantity	  of	  visits.	  However,	  all	  interactions	  are	  important	  regardless	  of	  whether	  they	  are	  pollination	  interactions.	  From	  the	  visitor	  perspective,	  precious	  resources	  are	  collected,	  and	  from	  the	  plant	  perspective,	  visitors	  can	  directly	  reduce	  the	  plant’s	  fitness	  in	  direct	  ways	  such	  as	  stigma	  clogging	  (Willmer	  2011),	  or	  indirect	  ways	  such	  as	  by	  removing	  floral	  rewards	  and	  potentially	  affecting	  legitimate	  pollination	  interactions.	  	  
There	  are	  also	  concerns	  as	  to	  how	  sampling	  effects	  influence	  the	  observed	  network	  structure.	  	  Species	  richness	  and	  abundance	  can	  affect	  network	  properties	  (Olesen	  and	  Jordano	  2002,	  Dormann	  et	  al.	  2009,	  Vázquez	  et	  al.	  2009a)	  while	  the	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abundance	  of	  species	  and	  their	  phenotypes	  can	  influence	  the	  detectability	  of	  species,	  and	  therefore	  species	  richness.	  In	  addition,	  the	  varied	  spatio-­‐temporal	  distribution	  of	  species	  makes	  scale	  an	  important	  consideration	  when	  sampling	  flower-­‐visitor	  interactions.	  Sampling	  over	  large	  scales	  (time	  or	  space)	  will	  place	  species	  that	  will	  never	  have	  an	  opportunity	  to	  interact	  in	  the	  same	  network,	  thereby	  increasing	  ‘forbidden	  links’	  (Jordano	  1987)	  and	  altering	  the	  number	  of	  species	  in	  the	  network.	  	  
Ecological	  theories	  developed	  to	  explain	  the	  processes	  underlying	  network	  structure	  rely	  on	  true	  representation	  of	  patterns	  and	  not	  just	  artefacts	  of	  sampling	  (Gibson	  et	  al.	  2011).	  For	  this	  reason,	  it	  is	  important	  that	  sampling	  effects	  are	  addressed.	  Sampling	  effects	  can	  be	  effectively	  managed	  by	  sampling	  sufficiently	  (and	  statistically	  testing	  sufficiency)	  (Vázquez	  et	  al.	  2009a),	  and	  use	  measures	  of	  network	  structure	  (indices)	  that	  do	  not	  change	  with	  the	  number	  of	  species.	  Despite	  legitimate	  limitations	  and	  concerns,	  networks	  still	  offer	  an	  effective	  tool	  to	  summarise	  the	  plethora	  of	  interactions	  in	  a	  community.	  Networks	  allow	  for	  the	  analysis	  of	  several	  ecological	  and	  evolutionary	  processes	  as	  drivers	  of	  interaction	  patterns	  that	  would	  otherwise	  be	  impossible.	  
Flower-­‐visitor	  networks	  as	  a	  tool	  for	  studying	  pollination	  
Flower-­‐visitor	  networks	  can	  be	  daunting	  to	  the	  newcomer	  given	  the	  volume	  of	  jargon.	  This	  section	  is	  intended	  as	  an	  overview	  of	  flower-­‐visitor	  networks,	  including	  their	  construction	  and	  structure,	  and	  the	  more	  common	  terminology	  used	  to	  explain	  them.	  Further	  information	  can	  be	  found	  in	  Appendix	  1	  as	  well	  as	  in	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the	  literature	  (e.g.	  Bascompte	  and	  Jordano	  2007,	  Vázquez	  et	  al.	  2009a).	  Concepts	  will	  be	  expanded	  further	  in	  the	  chapters.	  
Networks	  are	  usually	  constructed	  by	  sampling	  flower-­‐visitors	  with	  the	  use	  of	  transects	  through	  a	  defined	  area	  (Memmott	  1999,	  Alarcón	  et	  al.	  2008)	  or	  with	  the	  use	  of	  observation	  plots	  (Morales	  and	  Aizen	  2006,	  Olesen	  et	  al.	  2008).	  Flower-­‐visitation	  interactions	  can	  then	  be	  arranged	  into	  networks	  just	  as	  predatory	  interactions	  can	  be	  arranged	  into	  food	  webs	  (Memmott	  1999),	  and	  illustrates	  all	  visitation	  interactions	  among	  species	  (‘nodes’,	  see	  Appendix	  1)	  recorded	  in	  a	  community	  in	  a	  defined	  area	  and	  time.	  Interactions	  can	  only	  occur	  between	  a	  plant	  and	  an	  animal.	  An	  interspecific	  interaction	  is	  called	  a	  link,	  and	  usually	  refers	  to	  the	  presence	  or	  absence	  of	  an	  interaction	  between	  two	  species.	  Interactions	  can	  also	  be	  arranged	  into	  a	  matrix	  for	  the	  purposes	  of	  analysis.	  Individual	  plant	  species	  (‘p’)	  occupy	  columns	  and	  animal	  species	  (‘a’)	  occupy	  rows.	  The	  cell	  where	  these	  intersect	  indicate	  the	  number	  of	  times	  an	  individual	  of	  the	  given	  animal	  species	  visits	  that	  plant	  species	  to	  make	  a	  ‘quantitative	  network’.	  ‘Presence-­‐absence’	  networks	  are	  when	  only	  the	  presence	  (denoted	  by	  a	  ‘1’	  in	  a	  matrix)	  or	  absence	  (‘0’)	  of	  an	  interaction	  is	  considered.	  The	  ‘degree’	  of	  a	  species	  refers	  to	  the	  number	  of	  unique	  links.	  
Concepts	  from	  network	  theory	  (Albert	  and	  Barabási	  2002)	  underpin	  methods	  to	  quantify	  and	  statistically	  analyse	  patterns	  of	  interactions	  between	  species	  that	  give	  rise	  to	  network	  structure.	  	  
The	  structure	  of	  flower-­‐visitor	  networks	  Previous	  studies	  of	  various	  pollination	  networks	  in	  different	  environments	  (see	  Trøjelsgaard	  and	  Olesen	  2013)	  have	  documented	  several	  well-­‐defined	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reappearing	  patterns.	  Below	  I	  provide	  an	  overview	  of	  structures	  commonly	  found	  in	  visitation	  networks.	  	  
• A	  small	  proportion	  of	  possible	  links	  among	  plants	  and	  visitors	  in	  the	  community	  are	  realised.	  The	  proportion	  is	  expressed	  as	  connectance	  in	  network	  terminology	  (Jordano	  1987).	  	  
• Most	  species	  have	  few	  links	  and	  few	  species	  have	  many	  more	  links	  than	  expected	  by	  random	  chance.	  This	  pattern	  leads	  to	  a	  degree	  distribution	  that	  follows	  a	  truncated	  power-­‐law	  (Jordano	  et	  al.	  2003).	  
• Species	  with	  few	  links	  (specialists)	  interact	  with	  well-­‐connected	  species	  (generalists).	  This	  leads	  to	  pattern	  of	  asymmetric	  dependencies	  among	  species	  (Bascompte	  et	  al.	  2006).	  
• Specialists	  interact	  with	  subsets	  of	  the	  species	  with	  which	  generalists	  interact,	  and	  generalists	  interact	  with	  each	  other.	  This	  concept	  is	  called	  nestedness	  (Bascompte	  et	  al.	  2003)	  and	  is	  borrowed	  by	  network	  theorists	  from	  the	  field	  of	  island	  biogeography.	  	  
• Groups	  of	  species	  within	  a	  network	  interact	  with	  each	  other	  more	  than	  species	  of	  other	  groups.	  This	  leads	  to	  a	  modular	  (compartmentalised)	  network	  structure	  (Olesen	  et	  al.	  2007).	  Network	  topology	  also	  dictates	  that	  the	  importance	  of	  species	  will	  vary	  depending	  on	  the	  pattern	  of	  their	  links	  within	  the	  flower-­‐visitor	  network,	  and	  consequently,	  several	  ‘species	  roles’	  can	  be	  defined	  (Guimerà	  and	  Amaral	  2005).	  For	  instance,	  hub	  species	  exhibit	  many	  links	  within	  and	  between	  modules,	  connectors	  act	  as	  ‘glues’	  connecting	  several	  modules	  together,	  peripheral	  species	  have	  several	  links	  mostly	  within	  their	  module,	  and	  ultra-­‐peripherals	  have	  few	  links	  only	  within	  their	  module	  (Olesen	  et	  al.	  2007,	  Dupont	  and	  Olesen	  2012).	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Processes	  driving	  network	  structure	  Network	  structure,	  or	  the	  patterns	  of	  flower-­‐visitor	  interactions	  that	  give	  rise	  to	  network	  structure,	  are	  a	  product	  of	  neutral	  and	  trait-­‐mediated	  processes	  that	  determine	  why	  certain	  species	  in	  a	  community	  interact	  and	  others	  do	  not.	  Under	  neutrality,	  all	  interactions	  between	  individuals	  are	  random	  encounters.	  Therefore,	  patterns	  of	  species	  interactions	  will	  depend	  on	  the	  species	  richness,	  and	  the	  relative	  abundances	  of	  species.	  Phenologies	  of	  species	  need	  to	  coincide	  for	  an	  interaction	  to	  be	  possible:	  a	  plant	  must	  be	  in	  flower	  to	  receive	  visits	  from	  an	  animal	  and	  an	  animal	  needs	  to	  be	  in	  the	  correct	  life	  stage	  to	  visit.	  Neutral	  processes	  predict	  that	  species	  with	  a	  greater	  overlap	  in	  activity	  will	  interact	  more	  strongly	  than	  species	  will	  little	  overlap.	  Conversely,	  trait	  mediated	  processes	  imply	  that	  the	  likelihood	  of	  an	  interaction	  between	  species	  depends	  on	  their	  phenotypic	  match,	  for	  example	  in	  relation	  to	  their	  morphology	  or	  behaviour,	  and	  can	  include	  trait	  complementarity	  and	  exploitation	  barriers	  (Vázquez	  et	  al.	  2009a).	  	  
Many	  aspects	  of	  network	  structure	  depend	  upon	  simple	  components	  of	  community	  structure	  such	  as	  species	  richness	  and	  abundance.	  Network	  size	  (species	  richness	  of	  network)	  affects	  many	  properties	  such	  as	  connectance,	  truncated	  power-­‐law	  degree	  distribution,	  interaction	  strength	  asymmetry,	  nestedness	  and	  modularity	  (Jordano	  1987,	  Olesen	  and	  Jordano	  2002,	  Bascompte	  et	  al.	  2003,	  Olesen	  et	  al.	  2006,	  Dormann	  et	  al.	  2009,	  Schleuning	  et	  al.	  2012,	  Trøjelsgaard	  and	  Olesen	  2013).	  For	  example,	  truncation	  of	  the	  degree	  distribution	  will	  become	  more	  pronounced	  as	  the	  network	  size	  decreases	  (since	  the	  maximum	  number	  of	  links	  of	  a	  species	  will	  be	  restricted).	  Connectance	  decreases	  as	  network	  size	  increases	  (Olesen	  and	  Jordano	  2002)	  due	  to	  the	  number	  of	  potential	  links	  increasing	  much	  faster	  than	  the	  number	  realised.	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Species	  abundance	  is	  also	  important	  in	  determining	  species	  generalisation	  and	  network	  properties	  such	  as	  degree	  distribution,	  nestedness	  and	  interaction	  asymmetry	  (Ollerton	  et	  al.	  2003,	  Vázquez	  and	  Aizen	  2004,	  Vázquez	  2005).	  Species	  generalisation	  can	  increase	  with	  species	  abundance	  (Dupont	  et	  al.	  2003)	  and	  length	  of	  phenophase	  (Olesen	  et	  al.	  2008).	  Generalisation	  can	  also	  increase	  with	  phenology	  suggesting	  the	  importance	  of	  interaction	  neutrality.	  However,	  by	  including	  the	  possibility	  of	  trait-­‐based	  forbidden	  links	  (links	  that	  cannot	  happen	  due	  to	  trait	  mismatch	  between	  species),	  the	  accuracy	  of	  predictions	  of	  network	  properties	  increases	  (Stang	  et	  al.	  2006,	  Santamaría	  and	  Rodríguez-­‐Gironés	  2007,	  Stang	  et	  al.	  2007,	  Stang	  et	  al.	  2009),	  demonstrating	  the	  importance	  of	  species	  composition	  to	  network	  structure.	  Traits	  can	  be	  dictated	  by	  phylogeny,	  which	  means	  there	  may	  be	  phylogenetic	  signals	  in	  patterns	  of	  interaction	  among	  assemblages,	  but	  studies	  suggest	  phylogeny	  is	  minor	  compared	  to	  current	  ecological	  processes	  (Rezende	  et	  al.	  2007b).	  
Implications	  of	  network	  structure	  Nested	  networks	  are	  cohesive	  around	  a	  ‘generalist	  core’	  to	  which	  the	  rest	  of	  the	  community	  (including	  specialists)	  attach	  (Bascompte	  et	  al.	  2003).	  Together	  with	  a	  power-­‐law	  degree	  distribution,	  these	  structures	  increase	  the	  redundancy	  of	  species	  (Memmott	  et	  al.	  2004)	  so	  that	  if	  a	  species	  becomes	  extinct,	  their	  interaction	  partners	  will	  not	  be	  left	  isolated	  (Bascompte	  et	  al.	  2003).	  Nestedness	  and	  power	  law	  degree	  distribution	  indicate	  networks	  are	  resistant	  to	  random	  species	  loss	  (Memmott	  et	  al.	  2004).	  	  
Asymmetric	  dependencies	  also	  contribute	  to	  network	  stability	  as	  species	  with	  few	  links	  (who	  are	  highly	  dependent	  on	  their	  interaction	  partner,	  and	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therefore	  vulnerable	  should	  their	  partner	  disappear)	  interact	  with	  the	  most	  generalised	  species,	  which	  are	  often	  also	  the	  most	  abundant	  (Vázquez	  and	  Aizen	  2004).	  Modularity	  can	  also	  increase	  the	  resistance	  of	  networks	  as	  cascades	  of	  species	  loss	  remains	  restricted	  to	  a	  single	  module	  and	  does	  not	  affect	  the	  rest	  of	  the	  network	  (Guimerà	  and	  Amaral	  2005).	  However,	  networks	  are	  particularly	  susceptible	  to	  the	  loss	  of	  the	  few	  well-­‐connected,	  or	  ‘super	  generalist’	  species	  (Memmott	  et	  al.	  2004)	  and	  these	  species	  should	  therefore	  be	  conserved.	  Conservation	  efforts	  can	  utilise	  species	  roles	  to	  illuminate	  which	  species	  to	  conserve.	  For	  instance,	  hubs	  are	  important	  as	  many	  specialists	  connect	  to	  them,	  while	  connector	  species	  are	  important	  to	  the	  overall	  structure	  of	  the	  network	  as	  they	  connect	  different	  modules	  together	  (Guimerà	  and	  Amaral	  2005).	  	  
Networks	  have	  also	  provided	  insights	  into	  the	  coevolutionary	  process	  among	  interacting	  species	  (Thompson	  2005).	  For	  example,	  Guimarães	  Jr	  et	  al.	  (2011)	  found	  that	  coevolution	  in	  interaction	  networks	  can	  speed	  up	  the	  rate	  of	  trait	  complementarity	  between	  interacting	  species,	  and	  the	  convergence	  of	  traits	  among	  species	  in	  the	  same	  trophic	  level.	  Super-­‐generalist	  species	  can	  increase	  the	  rate	  of	  trait	  convergence	  as	  they	  interact	  strongly	  with	  many	  other	  species	  (Bascompte	  et	  al.	  2003,	  Guimarães	  Jr	  et	  al.	  2011).	  
Dynamic	  nature	  of	  networks:	  Spatio-­‐temporal	  variation	  in	  flower-­‐
visitor	  interactions	  	  
Flower-­‐visitor	  network	  studies	  are	  typically	  ‘snap-­‐shots’	  of	  flower-­‐visitor	  interactions	  and	  are	  therefore	  unlikely	  to	  detect	  the	  dynamics	  of	  those	  interactions,	  and	  of	  network	  structure.	  Ample	  evidence	  of	  the	  plasticity	  in	  flower-­‐
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visitor	  interactions	  already	  exists	  (Herrera	  1988a,	  Herrera	  1988b,	  Lázaro	  et	  al.	  2009,	  Lázaro	  et	  al.	  2010),	  and	  also	  of	  the	  populations	  of	  insect	  pollinators	  (Williams	  et	  al.	  2001).	  Several	  studies	  have	  examined	  year-­‐to-­‐year	  variation	  in	  temperate	  or	  alpine	  flower	  visitor	  networks	  and	  found	  that	  species	  did	  not	  form	  the	  same	  links,	  but	  network	  structure	  remained	  relatively	  the	  same	  (Alarcón	  et	  al.	  2008,	  Olesen	  et	  al.	  2008,	  Petanidou	  et	  al.	  2008,	  Dupont	  et	  al.	  2009).	  Alarcón	  et	  al.	  (2008)	  note	  that	  despite	  changes	  in	  the	  identity	  of	  partners,	  most	  species	  are	  relatively	  stable	  in	  their	  level	  of	  specialisation	  or	  generalisation	  each	  year,	  while	  Petanidou	  et	  al.	  (2008)	  show	  that	  the	  total	  level	  of	  generalisation	  of	  species	  increases	  with	  each	  year.	  	  
These	  studies	  offer	  insights	  into	  the	  dynamics	  of	  networks,	  but	  given	  their	  long	  (year)	  scale	  of	  sampling,	  we	  are	  unable	  to	  assess	  the	  assembly	  or	  disassembly	  of	  networks.	  Olesen	  (2008)	  built	  day-­‐by-­‐day	  networks,	  while	  Dupont	  and	  Olesen	  (2012)	  built	  two-­‐week	  cumulative	  networks	  which	  allows	  a	  more	  accurate	  description	  of	  the	  actual	  network	  of	  interactions	  without	  including	  phenology-­‐driven	  forbidden	  links.	  These	  studies	  also	  found	  considerable	  variation	  in	  interaction	  identity	  but	  relative	  stability	  of	  network	  structure.	  Scale	  (temporal	  and	  spatial)	  is	  an	  important	  consideration	  given	  the	  role	  of	  network	  size	  and	  connectance	  in	  driving	  other	  network	  structures,	  and	  our	  ability	  to	  detect	  biologically	  relevant	  dynamics	  (Burkle	  and	  Alarcón	  2011).	  	  
The	  results	  of	  the	  above	  studies	  suggest	  that	  networks	  are	  dynamic	  due	  to	  changes	  in	  community	  structure	  –	  at	  least	  in	  species	  abundance	  and	  composition	  –	  and	  also	  that	  species	  ‘rewire’	  their	  connections	  over	  time.	  Similar	  effects	  are	  expected	  to	  exist	  over	  spatial	  scales	  given	  the	  variation	  in	  interactions	  (Herrera	  
Chapter	  1:	  General	  introduction	  
25	  
1988a),	  but	  studies	  investigating	  spatial	  variation	  are	  rare	  (but	  see	  Burkle	  and	  Knight	  2012).	  Understanding	  the	  dynamics	  of	  species	  roles	  is	  still	  in	  its	  infancy,	  but	  studies	  suggest	  species	  are	  relatively	  stable	  in	  their	  role	  (Dupont	  and	  Olesen	  2012).	  We	  do	  not	  yet	  have	  a	  complete	  understanding	  of	  the	  ecological	  and	  evolutionary	  consequences	  of	  dynamic	  networks,	  although	  it	  will	  affect	  our	  understanding	  of	  generalisation	  in	  plant-­‐pollinator	  interactions,	  the	  processes	  driving	  network	  structure	  and	  relationship	  of	  structure	  to	  function,	  and	  the	  evolution	  of	  traits	  (Burkle	  and	  Alarcón	  2011),	  or	  simply,	  the	  spatial	  and	  temporal	  extent	  of	  a	  community.	  
Variation	  among	  flower-­‐visitor	  networks	  
Geographic	  differences	  in	  flower-­‐visitor	  networks	  has	  attracted	  considerable	  attention	  (Olesen	  and	  Jordano	  2002,	  Ollerton	  and	  Cranmer	  2002,	  Ollerton	  et	  al.	  2006,	  Trøjelsgaard	  and	  Olesen	  2013),	  in	  an	  effort	  to	  find	  broad	  scale	  trends	  and	  potential	  drivers	  of	  network	  structure.	  Olesen	  and	  Jordano	  (2002)	  and	  Ollerton	  and	  Cranmer	  (2002)	  found	  that	  specialisation	  to	  increased	  at	  tropical	  latitudes,	  but	  Ollerton	  and	  Cranmer	  concluded	  that	  the	  trend	  was	  an	  artefact	  of	  sampling.	  Conversely,	  Trøjelsgaard	  and	  Olesen	  (2013)	  found	  that	  the	  number	  of	  animal	  visitor	  species	  per	  plant	  species	  decreases	  with	  elevation,	  and	  visitors	  become	  more	  generalised.	  However,	  such	  analyses	  may	  be	  limited	  as	  most	  flower-­‐visitor	  networks	  are	  from	  seasonally	  predictable	  landscapes	  such	  as	  alpine	  (Dupont	  et	  al.	  2003,	  Lundgren	  and	  Olesen	  2005),	  temperate	  (Alarcón	  et	  al.	  2008,	  Petanidou	  et	  al.	  2008,	  Dupont	  and	  Olesen	  2009)	  and	  tropical	  environments	  (Kato	  et	  al.	  2008).	  Findings	  from	  such	  studies	  have	  limited	  application	  when	  we	  want	  to	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generalise	  into	  other	  systems	  with	  contrasting	  drivers,	  such	  as	  arid	  environments,	  which	  are	  typically	  unpredictable	  pulse-­‐reserve	  systems.	  
Flower-­‐visitor	  interactions	  in	  a	  changing	  climate	  
Climate	  change	  has	  influenced	  virtually	  every	  type	  of	  species	  interaction	  (Tylianakis	  et	  al.	  2008),	  which	  means	  the	  outcomes	  of	  species	  interactions	  are	  frequently	  climate	  dependent.	  Species	  phenology	  is	  often	  set	  by	  climate,	  such	  as	  temperature	  in	  temperate	  or	  alpine	  environments	  (Forrest	  and	  Thomson	  2011)	  or	  rain	  in	  arid	  systems	  (Chesson	  et	  al.	  2004).	  As	  species	  shift	  phenology,	  interactions	  can	  be	  broken	  and	  new	  ones	  can	  be	  made	  (Alarcón	  et	  al.	  2008),	  and	  available	  evidence	  suggests	  shifts	  in	  timing	  between	  plants	  and	  pollinators	  are	  already	  occurring	  (Kudo	  et	  al.	  2004,	  Inouye	  2008,	  Thomson	  2010).	  Furthermore,	  any	  response	  a	  species	  has	  to	  a	  change	  in	  climate	  does	  not	  exist	  in	  isolation	  due	  to	  the	  interdependency	  among	  species	  through	  interaction	  networks.	  Therefore,	  other	  members	  of	  the	  community,	  who	  may	  or	  may	  not	  be	  directly	  affected	  by	  climate	  change,	  can	  be	  indirectly	  affected	  via	  species	  interactions	  (Gilman	  et	  al.	  2010).	  
Climate	  extremes	  are	  predicted	  to	  increase	  in	  frequency	  and	  severity	  under	  climate	  change	  (IPCC	  2007).	  While	  the	  effects	  of	  climate	  on	  change	  in	  phenology	  and	  distribution	  averages	  have	  been	  explored	  intensively	  (Bolmgren	  et	  al.	  2013),	  recent	  studies	  suggest	  extreme	  events	  may	  have	  more	  pervasive	  effects	  on	  species	  interactions.	  By	  their	  nature,	  these	  events	  are,	  infrequent	  and	  stochastic	  and	  can	  lead	  to	  changes	  in	  the	  structure	  and	  functioning	  of	  ecological	  communities.	  For	  example,	  increased	  rainfall	  variability	  has	  been	  shown	  to	  modify	  competitive	  interactions,	  species	  dominance	  and	  the	  composition	  of	  plant	  communities	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(Chesson	  et	  al.	  2004,	  Thibault	  and	  Brown	  2008).	  Therefore,	  a	  changing	  climate	  will	  see	  many	  systems	  tend	  toward	  pulse-­‐dynamics.	  Understanding	  what	  network	  structures	  allow	  function	  to	  continue	  despite	  changes	  in	  community	  structure,	  will	  be	  useful	  to	  predict	  and	  manage	  the	  current	  and	  future	  effects	  of	  climate	  change.	  
Aims	  and	  scope	  of	  this	  thesis	  
The	  overall	  objective	  of	  this	  study	  is	  to	  understand	  the	  response	  of	  flower-­‐visitor	  network	  structure	  and	  function	  to	  rain-­‐driven	  resource	  pulses	  in	  a	  climatically	  unpredictable	  arid	  landscape	  in	  central	  Australia:	  a	  widespread	  bioregion	  that	  is	  under-­‐represented	  in	  pollination	  studies.	  To	  achieve	  the	  overall	  objective	  of	  this	  thesis	  I	  decided	  to	  first	  validate	  the	  methods	  with	  which	  to	  sample	  flower-­‐visitor	  networks.	  I	  have	  five	  specific	  aims:	  
1. Determine	  best	  practice	  with	  which	  to	  track	  the	  effect	  of	  rain-­‐driven	  resource	  pulses	  on	  the	  spatial	  and	  temporal	  variation	  of	  pollinators.	  2. Establish	  the	  validity	  of	  using	  flower-­‐visitor	  networks	  as	  a	  substitute	  for	  pollination	  networks.	  3. Quantify	  the	  relative	  role	  of	  recent	  rainfall	  and	  changes	  in	  species	  richness	  as	  drivers	  of	  network	  structure.	  4. Identify	  the	  neutral	  and	  trait-­‐mediated	  mechanisms	  underpinning	  dynamic	  network	  structure	  and	  species	  roles,	  and	  the	  maintenance	  of	  network	  function.	  5. Achieve	  new	  insights	  into	  the	  response	  of	  flower-­‐visitor	  networks	  to	  future	  climate	  change.	  In	  achieving	  these	  research	  aims,	  I	  expect	  to	  understand	  how	  the	  dynamic	  nature	  of	  ecological	  communities	  determines	  network	  structure,	  and	  how	  network	  function	  is	  maintained	  in	  variable	  environments.	  Such	  an	  understanding	  is	  significant	  given	  predictions	  of	  an	  increase	  in	  the	  frequency	  and	  severity	  of	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extreme	  climatic	  events	  under	  climate	  change,	  which	  will	  lead	  to	  changes	  in	  species	  interactions	  in	  many	  environments	  (Tylianakis	  et	  al.	  2008).	  To	  achieve	  these	  aims,	  I	  track	  the	  rain-­‐driven	  assembly	  and	  disassembly	  of	  a	  set	  of	  spatially	  and	  temporally	  defined	  flower-­‐visitor	  networks,	  in	  an	  arid,	  pulse-­‐reserve	  system.	  
Study	  system:	  The	  Simpson	  Desert	  –	  a	  pulse-­‐reserve,	  arid	  
grassland	  
This	  study	  was	  conducted	  in	  the	  north-­‐eastern	  Simpson	  Desert,	  located	  in	  south-­‐western	  Queensland,	  Australia,	  Cravens	  Peak	  and	  Ethabuka	  nature	  reserves	  (formerly	  cattle	  stations),	  and	  Carlo	  cattle	  station	  (23o45’	  S,	  138o28’	  E;	  Fig.	  1-­‐2).	  The	  Simpson	  Desert	  covers	  an	  area	  of	  about	  200	  000	  km2	  (Purdie	  1984)	  the	  majority	  of	  which	  is	  dunefields	  of	  inland	  aeolian	  sand	  which	  covers	  about	  40%	  of	  Australia’s	  mainland	  (Pell	  et	  al.	  2000).	  The	  dominant	  landforms	  are	  long	  (up	  to	  200	  km)	  parallel	  sand	  dunes	  running	  south-­‐southeast	  to	  north-­‐northwest,	  usually	  8	  -­‐	  10	  m	  in	  height	  (but	  can	  be	  up	  to	  40	  m),	  divided	  by	  interdune	  valleys	  (swales)	  100	  m	  to	  1000	  m	  apart.	  Dunes	  are	  composed	  of	  quartz	  sand	  with	  negligible	  clay,	  while	  swales	  have	  a	  clay	  content	  of	  5	  %	  or	  more,	  leading	  to	  greater	  moisture	  retention	  (Buckley	  1982).	  Mineral	  nutrients	  are	  also	  greater	  in	  swales	  compared	  to	  dune	  crests	  (Buckley	  1982).	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Fig.	  1-­‐2.	  Location	  of	  field	  sites	  used	  in	  this	  study.	  
The	  Simpson	  Desert	  is	  classified	  as	  a	  hot,	  dry	  desert	  (Williams	  and	  Calaby	  1985).	  Temperatures	  can	  rise	  above	  46	  oC	  in	  summer	  and	  fall	  to	  –	  6	  oC	  at	  night	  in	  winter	  (Purdie	  1984).	  The	  average	  annual	  rainfall	  is	  between	  100	  mm	  and	  150	  mm,	  with	  a	  north-­‐south	  rainfall	  gradient	  (higher	  rainfall	  in	  the	  north).	  There	  is	  a	  ‘wet’	  season	  over	  the	  austral	  summer	  months,	  but	  rain	  is	  never	  predictable.	  Rainfall	  is	  highly	  variable,	  even	  by	  world	  standards	  (Stafford	  Smith	  2008,	  van	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Etten	  2009).	  There	  are	  periods	  of	  very	  low	  rainfall	  (Fig.	  1-­‐3),	  which	  combined	  with	  high	  rates	  of	  evaporation,	  can	  lead	  to	  prolonged	  periods	  (several	  years)	  of	  low	  moisture	  availability.	  Dry	  periods	  are	  periodically	  interrupted	  by	  large	  rainfall	  events	  (Fig.	  1-­‐3),	  where	  an	  amount	  of	  rain	  in	  excess	  of	  the	  average	  annual	  rainfall,	  can	  fall	  in	  several	  days,	  causing	  widespread	  floods.	  Wet	  periods	  are	  associated	  with	  strong	  positive	  values	  (	  >	  5.5)	  of	  the	  Southern	  Oscillation	  Index	  (SOI)	  and	  dry	  periods	  associated	  with	  strong	  negative	  values	  (	  <	  –	  5.5)	  (McKeon	  et	  al.	  2004).	  Analysis	  of	  climate	  trends	  have	  shown	  that	  median	  and	  extreme	  annual	  minimum	  and	  maximum	  temperatures	  have	  increased	  over	  the	  last	  100	  years	  in	  the	  Simpson	  Desert	  (Greenville	  et	  al.	  2012).	  Locally,	  there	  has	  been	  significant	  increases	  in	  the	  95th	  quantile	  rainfall	  events	  meaning	  the	  magnitude	  of	  large	  rainfalls	  (>300	  mm)	  have	  increased	  in	  recent	  decades	  (Greenville	  et	  al.	  2012).	  
Large,	  unpredictable	  rain	  events	  structure	  the	  environment	  and	  sustain	  unexpectedly	  high	  levels	  of	  biomass,	  creating	  relatively	  short	  ‘boom’	  periods,	  immediately	  followed	  by	  relatively	  long	  ‘bust’	  periods	  (Morton	  et	  al.	  2011).	  Therefore,	  input	  driving	  the	  system	  comes	  in	  short	  ‘pulses’	  relative	  to	  the	  periods	  of	  none	  or	  very	  little	  input	  between	  them	  (Noy-­‐Meir	  1973).	  Rain	  triggers	  a	  pulse	  of	  production	  from	  the	  ‘reserve’	  (e.g.	  seeds	  and	  dormant	  insect	  pupae	  but	  also	  include	  reserve	  of	  energy	  and	  nutrients	  of	  perennials)	  some	  of	  which	  is	  diverted	  back	  into	  the	  reserve	  (Noy-­‐Meir	  1973,	  Danks	  2002).	  Plant	  species	  respond	  differently	  to	  rainfall	  due	  to	  physiological	  and	  morphological	  differences	  controlling	  moisture	  uptake	  (Chesson	  et	  al.	  2004).	  For	  an	  ecosystem	  wide	  pulse,	  moisture	  recharge	  must	  be	  sufficient	  in	  size	  to	  meet	  the	  requirements	  of	  all	  species	  (Nano	  and	  Pavey	  2013).	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The	  study	  sites	  experienced	  several	  widespread	  rain	  events	  during	  the	  study	  period	  spanning	  2007	  –	  2011	  (Fig.	  1-­‐3).	  Fire	  is	  also	  an	  important	  feature	  of	  the	  cycle	  and	  usually	  occurs	  after	  significant	  rain	  events	  due	  to	  the	  presence	  of	  sufficient	  fuel	  (Greenville	  et	  al.	  2009).	  Wildfire	  swept	  through	  the	  study	  sites	  in	  October	  2011	  terminating	  further	  fieldwork.	  
	  
 
  
Fig.	  1-­‐3.	  a)	  Yearly	  rainfall	  totals	  between	  1892	  and	  2012	  (without	  1902	  –	  1911)	  from	  the	  nearest	  long-­‐term	  weather	  station	  over	  75	  km	  north	  if	  the	  study	  sites	  (Source:	  Bureau	  of	  Meteorology).	  Horizontal	  line	  denotes	  the	  median	  rain-­‐year	  total.	  The	  three	  light	  shaded	  columns	  represent	  2007,	  2010,	  and	  2011	  during	  which	  data	  for	  this	  study	  was	  collected.	  b)	  Monthly	  rainfall	  totals	  observed	  during	  the	  study	  period	  for	  the	  three	  sites.	  Lines	  are	  18	  and	  16	  year	  averages	  for	  that	  month.	  Arrows	  denote	  flower-­‐visitor	  network	  survey	  times.	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The	  hummock	  grass	  of	  the	  genus	  Triodia	  (Poaceae;	  spinifex)	  covers	  22%	  of	  the	  continent	  (Westoby	  1988),	  and	  Triodia	  basedowii	  is	  dominant	  across	  the	  study	  region.	  It	  grows	  on	  extremely	  nutrient	  poor	  sandy	  soils	  (Westoby	  1988)	  in	  swales	  and	  dune	  sides,	  but	  less	  so	  on	  dune	  crests.	  Dune	  crests	  are	  generally	  open	  due	  to	  sand	  movement	  (Twidale	  1972),	  but	  have	  scattered	  shrubs	  of	  Calotis	  erinacea	  (Asteraceae),	  Acacia	  ligulata	  (Fabaceae),	  Crotalaria	  cunninghamii	  (Fabaceae),	  
Crotalaria	  eremaea	  (Fabaceae),	  Tephrosia	  rosea	  (Fabaceae),	  Grevillea	  stenobotrya	  (Proteaceae),	  and	  other	  shrub	  species.	  On	  dune	  sides	  and	  swales,	  shrubs	  of	  the	  genera	  Acacia	  (Fabaceae),	  Grevillea	  (Proteaceae),	  and	  Eremophila	  (Scrophulariaceae)	  are	  present,	  along	  with	  sub-­‐shrubs	  of	  the	  genera	  Euphorbia	  (Euphorbiaceae),	  Scaevola	  (Goodeniaceae)	  and	  Dicrastylis	  (Lamiaceae).	  After	  rain,	  a	  suite	  of	  ephemeral	  forbs	  and	  herbs	  appear,	  such	  as	  species	  from	  the	  genera	  
Ptilotus	  (Amaranthaceae),	  Trachymene	  glaucifolia	  (Araliaceae),	  and	  several	  species	  from	  the	  Asteraceae.	  Acacia	  georginae	  (Fabaceae)	  forms	  patchy	  low	  open	  woodlands	  on	  the	  clay	  soils	  in	  the	  swales	  along	  with	  many	  chenopods	  such	  as	  
Salsola	  kali	  (Chenopodiaceae)	  and	  Scleroleana	  spp.	  (Amaranthaceae),	  and	  shrubs	  such	  as	  Senna	  spp.	  (Fabaceae)	  and	  Eremophila	  spp.	  (Scrophulariaceae).	  Typical	  annual	  grasses	  (Poaceae)	  that	  appear	  after	  rain	  include	  Aristida	  contorta,	  
Eragrostis	  setifolia,	  and	  Eriachne	  aristidea.	  	  
The	  biota	  of	  the	  region	  is	  diverse	  with	  over	  150	  plant	  species,	  seven	  native	  small	  mammal	  species,	  42	  reptile	  species	  and	  an	  unknown	  number	  of	  invertebrate	  species	  existing	  in	  the	  area	  (unpublished	  data	  Desert	  Ecology	  Research	  Group,	  The	  University	  of	  Sydney).	  The	  area	  is	  free	  of	  weeds	  except	  some	  Cenchrus	  ciliaris	  (Poaceae,	  Buffel	  grass)	  around	  man-­‐made	  watering	  points.	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Plant-­‐pollinator	  community	  	  The	  plant	  community	  is	  characterised	  by	  high	  family	  diversity	  as	  most	  families	  are	  represented	  by	  very	  few	  species,	  although	  some	  families	  are	  represented	  by	  several	  species	  such	  as	  Fabaceae,	  Goodeniaceae,	  Mimosaceae,	  and	  Proteaceae.	  Available	  evidence	  suggests	  biotic	  pollination	  is	  fairly	  important	  in	  the	  system.	  I	  carried	  out	  bagging	  experiments	  on	  flowers	  of	  26	  of	  the	  most	  common	  plant	  species	  to	  estimate	  how	  many	  plant	  species	  require	  animal	  pollinators	  for	  seed	  production.	  Eleven	  plant	  species	  could	  not	  produce	  seed	  without	  animal	  pollinators,	  and	  the	  ones	  that	  could	  produce	  seed	  did	  so	  at	  a	  reduced	  level	  compared	  to	  open	  pollinated	  flowers	  (Popic,	  unpublished	  data).	  Grasses	  make	  up	  approximately	  10%	  of	  roughly	  150	  plant	  species	  that	  have	  been	  recorded	  in	  the	  study	  region,	  and	  other	  mechanisms	  of	  reproduction	  are	  present	  (such	  as	  vegetative	  reproduction)	  but	  not	  expected	  to	  be	  high.	  
Australia’s	  terrestrial	  insects	  are	  poorly	  documented,	  with	  conservative	  estimates	  of	  205	  000	  species	  of	  which	  at	  least	  75%	  have	  not	  been	  formally	  described	  or	  discovered	  (Austin	  et	  al.	  2004).	  Australia’s	  insects	  are	  highly	  endemic,	  with	  numerous	  higher-­‐level	  groups	  of	  high	  diversity	  (e.g.	  Tachinidae	  flies,	  Colletidae	  bees)	  while	  some	  groups	  are	  noticeably	  absent	  such	  as	  Apis	  (Apidae,	  although	  A.mellifera	  has	  been	  introduced	  into	  Australia),	  and	  Bombus	  species	  (although	  Bombus	  terrestris	  has	  been	  introduced	  to	  Tasmania)	  (Austin	  et	  al.	  2004).	  Australia’s	  arid	  zone	  remains	  relatively	  poorly	  surveyed,	  despite	  many	  unique	  features	  and	  high	  insect	  endemism	  being	  attributed	  to	  its	  aridification	  (Austin	  et	  al.	  2004).	  This	  is	  the	  first	  quantitative	  survey	  of	  flower-­‐visiting	  invertebrates	  for	  this	  vast	  dune	  system,	  and	  notably,	  the	  introduced	  honeybee	  Apis	  mellifera	  (Apidae),	  is	  absent	  from	  this	  region	  (pers.	  obs.	  T.	  Popic).	  
Chapter	  1:	  General	  introduction	  
34	  
Study	  design	  This	  section	  provides	  an	  overview	  of	  the	  design	  of	  the	  study.	  More	  detail	  relevant	  to	  each	  investigation	  will	  be	  provided	  in	  the	  following	  chapters.	  	  
A	  spatially-­‐nested	  design	  was	  used	  as	  the	  framework	  to	  sample	  flower-­‐visitors	  across	  time	  and	  space.	  Three	  sites	  (Fig.	  1-­‐2)	  approximately	  50	  km	  apart,	  and	  two	  locations	  1	  km	  apart	  at	  each	  site,	  were	  sampled	  during	  June	  2010,	  November	  2010,	  and	  June	  2011.	  At	  each	  location,	  two	  100	  m	  x	  5	  m	  belt	  transects	  were	  placed	  on	  the	  dune	  crest	  and	  two	  in	  the	  dune	  swale	  to	  optimise	  representative	  flowering.	  During	  each	  of	  the	  sampling	  periods	  (June	  2010,	  November	  2010,	  June	  2011),	  locations	  within	  each	  site	  were	  sampled	  concurrently	  for	  three	  days,	  and	  each	  site	  was	  sampled	  consecutively.	  To	  sample	  flower	  visitors,	  four	  collectors	  (two	  at	  each	  location)	  walked	  transects	  for	  four	  hours	  each	  day	  (split	  between	  morning	  and	  afternoon	  sessions:	  June	  1100	  –	  1300	  and	  1430	  –	  1630,	  November	  900	  –	  1100	  and	  1300-­‐1500)	  the	  timing	  of	  which	  varied	  to	  best	  match	  the	  diurnal	  activity	  patterns	  of	  invertebrates.	  Collectors	  were	  rotated	  across	  locations,	  dune	  zones,	  and	  transects	  to	  minimise	  any	  effect	  of	  collector	  bias.	  Pan	  traps	  (6	  in	  total	  –	  2	  of	  each	  UV	  reflective	  blue,	  white	  and	  yellow)	  were	  also	  deployed	  along	  each	  transect	  for	  three	  days.	  In	  chapter	  3,	  the	  sampling	  departs	  from	  this	  nested	  design	  as	  data	  were	  collected	  under	  a	  previous	  study	  in	  2007.	  Instead,	  only	  one	  location	  per	  site	  was	  used	  and	  sampling	  of	  flower	  visitors	  was	  performed	  with	  a	  combination	  of	  random	  walks	  and	  observation	  plots.	  Subsequently,	  I	  used	  the	  results	  from	  2007	  to	  determine	  the	  appropriate	  design	  necessary	  to	  capture	  spatio-­‐temporal	  variation.	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The	  spatially	  and	  temporally	  explicit	  collection	  of	  networks	  limits	  the	  effects	  of	  any	  forbidden	  links	  on	  network	  structure	  due	  to	  temporal	  or	  spatial	  non-­‐overlap	  of	  species,	  and	  allows	  spatial	  comparison	  of	  networks	  at	  different	  scales.	  Only	  diurnal	  invertebrate	  flower-­‐visitors	  were	  collected	  for	  several	  reasons:	  nocturnal	  visitors	  could	  introduce	  temporal	  forbidden	  links	  as	  they	  may	  not	  be	  active	  during	  the	  day;	  investigative	  sampling	  was	  performed	  at	  night	  and	  minimal	  activity	  was	  detected;	  more	  mobile	  visitors	  such	  as	  birds	  (and	  very	  rarely	  small	  mammals)	  were	  present,	  but	  at	  low	  abundance	  and	  visited	  a	  small	  subset	  of	  plants	  (Crotalaria	  cunninghamii	  and	  Grevillea	  juncifolia).	  Transects	  were	  chosen	  over	  plots	  so	  that	  flowers	  could	  be	  observed	  at	  a	  frequency	  representative	  of	  the	  true	  floral	  abundance	  and	  composition	  in	  the	  community.	  	  
Undertaking	  fieldwork	  in	  the	  Simpson	  Desert	  is	  characterised	  by	  the	  limitations	  imposed	  by	  the	  extreme	  conditions	  and	  remote	  location.	  Firstly,	  the	  success	  of	  pollination	  experiments	  depends	  on	  flowering,	  which	  in	  turn	  depends	  on	  rainfall.	  Even	  though	  there	  is	  relative	  certainty	  that	  flowering	  will	  occur	  after	  substantial	  rain,	  which	  species	  flower,	  the	  onset	  of	  flowering	  and	  the	  amount	  of	  flowering	  are	  generally	  unpredictable.	  This	  is	  compounded	  by	  the	  remoteness	  of	  the	  study	  location	  (200km	  from	  the	  nearest	  settlement,	  and	  2000	  km	  from	  Sydney),	  which	  means	  the	  flowering	  condition	  of	  the	  plant	  community	  is	  unknown	  before	  reaching	  the	  study	  sites.	  The	  location,	  extreme	  conditions	  and	  complete	  lack	  of	  infrastructure	  place	  further	  restrictions	  on	  when,	  where	  and	  for	  how	  long	  field	  trips	  can	  be	  conducted.	  Certain	  roads	  into	  and	  around	  the	  study	  area	  can	  become	  impassable	  after	  only	  a	  brief	  shower,	  field	  trips	  cannot	  occur	  during	  summer	  months	  due	  to	  extreme	  heat,	  and	  field	  trips	  are	  limited	  in	  length	  as	  there	  is	  no	  permanent	  field	  station	  or	  other	  processing	  facility.	  Therefore,	  the	  types	  of	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experiments	  that	  can	  be	  feasibly	  executed	  are	  restricted,	  and	  certain	  trade-­‐offs,	  as	  happens	  in	  most	  fieldwork,	  limit	  some	  types	  of	  data	  collection.	  Wildfires	  occurred	  in	  the	  study	  region	  during	  2011	  and	  2012	  primarily	  in	  spinifex	  grasslands	  precluding	  further	  surveys	  beyond	  November	  2011.	  While	  interesting	  in	  their	  own	  right,	  tracking	  further	  change	  in	  response	  to	  fire	  was	  beyond	  the	  scope	  of	  the	  thesis	  and	  the	  time	  period	  permitted	  for	  this	  PhD	  study.	  
Thesis	  structure	  
This	  current	  chapter	  (Chapter	  1)	  has	  provided	  a	  general	  introduction	  to	  this	  thesis	  by	  briefly	  reviewing	  relevant	  disciplines,	  and	  then	  established	  the	  aims	  and	  study	  system	  of	  this	  investigation.	  I	  will	  now	  summarise	  the	  conceptual	  framework	  (Fig.	  1-­‐1)	  introduced	  at	  the	  beginning	  of	  this	  chapter,	  and	  indicate	  where	  each	  chapter	  fits.	  Finally,	  I	  will	  outline	  the	  structure	  of	  this	  thesis.	  
The	  species	  available	  to	  participate	  in	  an	  interaction	  network	  are	  determined	  by	  the	  regional	  species	  pool.	  In	  the	  arid	  system	  where	  this	  study	  was	  conducted,	  available	  species	  in	  local	  plant	  and	  animal	  assemblages	  will	  be	  driven	  primarily	  by	  the	  input	  of	  rain	  into	  the	  system.	  	  From	  these	  local	  assemblages,	  certain	  species	  will	  interact	  in	  flower-­‐visitation	  relationships	  (e.g.	  biotically	  pollinated	  plants	  and	  animals	  that	  consume	  floral	  resources,	  Chapter	  2),	  while	  other	  species	  will	  not	  (e.g.	  grasses,	  non-­‐flower	  visiting	  invertebrates,	  granivore	  or	  carnivore	  animals,	  Chapter	  2).	  From	  this	  pool	  of	  species,	  the	  actual	  links	  that	  are	  realised	  and	  that	  make	  up	  the	  flower-­‐visitor	  interaction	  network,	  depend	  on	  several	  ‘filters’	  such	  as:	  the	  spatio-­‐temporal	  distribution	  of	  species,	  phenology,	  floral	  advertisement	  and	  reward,	  animal	  cognition	  and	  behaviour,	  and	  trait-­‐
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matching	  between	  species	  (Chapters	  4	  &	  5).	  Not	  all	  interactions	  will	  be	  equal	  for	  plants	  or	  animals,	  and	  the	  rates	  of	  pollen	  removal,	  pollen	  deposition,	  and	  visitation	  will	  determine	  the	  effectiveness	  of	  visitors	  as	  pollinators	  (Chapter	  3)	  and	  their	  contribution	  to	  plant	  reproductive	  output.	  Rates	  of	  visitation	  and	  resource	  removal	  will	  determine	  the	  cost	  and	  benefits	  of	  floral	  visitation	  for	  a	  visitor,	  and	  ultimately,	  the	  contribution	  to	  reproduction.	  
To	  achieve	  the	  overall	  aim	  of	  this	  thesis,	  I	  decided	  to	  first	  determine	  the	  best	  method	  with	  which	  to	  track	  the	  effect	  of	  rain-­‐driven	  resource	  pulses	  on	  the	  spatial	  and	  temporal	  variation	  of	  flower-­‐visitors	  (Chapter	  2).	  To	  achieve	  this	  aim,	  I	  explore	  the	  relative	  merits	  of	  pan	  traps	  and	  net	  sampling	  in	  terms	  of	  species	  discovery,	  quantifying	  abundance,	  function,	  and	  composition,	  and	  the	  effectiveness	  of	  each	  method	  relative	  to	  changing	  floral	  resources.	  Pan	  traps	  were	  originally	  deployed	  to	  obtain	  a	  measure	  of	  visitor	  abundance	  independent	  of	  flower-­‐visitation,	  so	  as	  to	  gain	  a	  better	  understanding	  of	  the	  role	  of	  relative	  abundances	  in	  generating	  network	  structure	  (i.e.	  Vázquez	  et	  al.	  2009b).	  In	  Chapter	  3	  I	  test	  the	  validity	  of	  using	  flower-­‐visitor	  networks	  as	  a	  substitute	  for	  pollination	  networks	  by	  comparing	  the	  characteristics	  and	  structure	  of	  quantitative	  flower-­‐visitor	  and	  pollen-­‐transport	  networks.	  Chapter	  4	  quantifies	  the	  role	  of	  rain-­‐driven	  changes	  in	  community	  structure	  as	  a	  driver	  of	  network	  structure,	  and	  the	  importance	  of	  species	  richness	  in	  changes	  observed	  in	  network	  structure.	  Having	  established	  that	  large	  rain	  events	  altered	  the	  structure	  of	  flower-­‐visitor	  networks,	  Chapter	  5	  identifies	  the	  neutral	  and	  trait-­‐mediated	  mechanisms	  underpinning	  the	  changes	  in	  network	  structure	  and	  species	  roles	  within	  a	  network.	  Chapter	  6	  explores	  how	  understanding	  flower-­‐visitor	  interaction	  networks	  in	  an	  extreme,	  unpredictable	  environment,	  can	  inform	  us	  of	  the	  impacts	  of	  climate	  change.	  This	  chapter	  is	  a	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paper	  I	  was	  invited	  to	  present	  at	  a	  symposium	  entitled	  ‘Wildlife	  and	  climate	  change:	  towards	  robust	  conservation	  strategies	  for	  Australian	  fauna’	  held	  by	  the	  Royal	  Zoological	  Society	  of	  NSW,	  Australia	  in	  2011.	  My	  final	  chapter	  (Chapter	  7)	  provides	  a	  synthesis	  of	  the	  most	  important	  results	  of	  this	  thesis	  and	  places	  it	  within	  the	  context	  of	  current	  literature.	  It	  discusses	  the	  functioning	  of	  flower-­‐visitor	  networks	  in	  inherently	  variable	  environments	  and	  illuminates	  possible	  effects	  of	  increased	  climatic	  variability	  under	  climate	  change.	  Finally,	  the	  limitations	  of	  the	  study	  are	  considered	  and	  used	  to	  emphasise	  the	  importance	  of	  studies	  tracking	  changes	  of	  varying	  temporal	  scales.	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Evaluation	  of	  common	  methods	  for	  
sampling	  invertebrate	  pollinator	  
assemblages:	  net	  sampling	  	  
out-­‐performs	  pan	  trapping	  
	  
	  
	  
Net	  sampling	  flower	  visitors	  (Photo:	  Yvonne	  Davila).	  	  A	  version	  of	  this	  chapter	  is	  published	  in	  PLoS	  One	  as	  Popic	  TJ,	  Wardle	  GM	  and	  Davila	  YC.	  (2013).	  Evaluation	  of	  common	  methods	  for	  sampling	  invertebrate	  pollinator	  assemblages:	  net	  sampling	  out-­‐perform	  pan	  traps.	  	  PLoS	  One	  8:e66665.	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Abstract	  
Methods	  for	  sampling	  ecological	  assemblages	  strive	  to	  be	  efficient,	  repeatable,	  and	  representative.	  Unknowingly,	  common	  methods	  may	  be	  limited	  in	  terms	  of	  revealing	  species	  function	  and	  so	  of	  less	  value	  for	  comparative	  studies.	  The	  global	  decline	  in	  pollination	  services	  has	  stimulated	  surveys	  of	  flower-­‐visiting	  invertebrates,	  using	  pan	  traps	  and	  net	  sampling.	  I	  explore	  the	  relative	  merits	  of	  these	  two	  methods	  in	  terms	  of	  species	  discovery,	  quantifying	  abundance,	  function,	  and	  composition,	  and	  responses	  of	  species	  to	  changing	  floral	  resources.	  Using	  a	  spatially-­‐nested	  design	  I	  sampled	  across	  a	  5000	  km2	  area	  of	  arid	  grasslands,	  including	  432	  hours	  of	  net	  sampling	  and	  1296	  pan	  trap-­‐days,	  between	  June	  2010	  and	  July	  2011.	  Net	  sampling	  yielded	  22%	  more	  species	  and	  30%	  higher	  abundance	  than	  pan	  traps,	  and	  better	  reflected	  the	  spatio-­‐temporal	  variation	  of	  floral	  resources.	  Species	  composition	  differed	  significantly	  between	  methods;	  from	  436	  total	  species,	  25%	  were	  sampled	  by	  both	  methods,	  50%	  only	  by	  nets,	  and	  the	  remaining	  25%	  only	  by	  pans.	  Apart	  from	  being	  less	  comprehensive,	  if	  pan	  traps	  do	  not	  sample	  flower-­‐visitors,	  the	  link	  to	  pollination	  is	  questionable.	  By	  contrast,	  net	  sampling	  functionally	  linked	  species	  to	  pollination	  through	  behavioural	  observations	  of	  flower-­‐visitation	  interaction	  frequency.	  Netted	  specimens	  are	  also	  necessary	  for	  evidence	  of	  pollen	  transport.	  Benefits	  of	  net-­‐based	  sampling	  outweighed	  minor	  differences	  in	  overall	  sampling	  effort.	  As	  pan	  traps	  and	  net	  sampling	  methods	  are	  not	  equivalent	  for	  sampling	  invertebrate-­‐flower	  interactions,	  I	  recommend	  net	  sampling	  of	  invertebrate	  pollinator	  assemblages,	  especially	  if	  datasets	  are	  intended	  to	  document	  declines	  in	  pollination	  and	  guide	  measures	  to	  retain	  this	  important	  ecosystem	  service.	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Introduction	  
Different	  methods	  for	  sampling	  species	  composition	  fuelled	  the	  debate	  about	  the	  nature	  of	  communities	  (Clements	  1916,	  Gleason	  1922).	  Ideological	  differences	  continue	  to	  influence	  the	  methods	  ecologists	  choose	  to	  sample	  assemblages	  and	  how	  they	  settle	  the	  eventual	  compromise	  between	  pragmatic	  issues	  and	  sound	  experimental	  design.	  The	  goal	  remains	  to	  design	  efficient	  and	  repeatable	  sampling	  methods	  that	  effectively	  represent	  the	  diversity	  of	  species	  and	  how	  their	  interactions	  vary	  over	  space	  and	  time.	  An	  emerging	  challenge	  is	  to	  ensure	  that	  datasets	  are	  also	  appropriate	  for	  subsequent	  comparative	  analyses	  such	  as	  comparing	  the	  structure	  of	  food	  webs	  based	  on	  mutualistic	  or	  antagonistic	  interactions	  (Thébault	  and	  Fontaine	  2010).	  	  Importantly,	  as	  species	  interactions	  are	  not	  fixed	  (Herrera	  1988a,	  Alarcón	  et	  al.	  2008,	  Popic	  et	  al.	  2013)	  records	  of	  presence	  will	  not	  establish	  interaction	  outcomes	  in	  a	  specific	  context.	  
Concern	  about	  the	  decline	  of	  pollination	  services	  has	  stimulated	  research	  and	  monitoring	  of	  pollinator	  assemblages	  and	  populations	  (Berenbaum	  et	  al.	  2007,	  Westphal	  et	  al.	  2008,	  Nielsen	  et	  al.	  2011).	  A	  range	  of	  sampling	  methods	  have	  been	  employed,	  but	  two,	  pan	  traps	  and	  net	  sampling,	  are	  considered	  effective	  at	  capturing	  the	  most	  species	  and	  highest	  abundance	  of	  pollinators	  (Roulston	  et	  al.	  2007,	  Westphal	  et	  al.	  2008,	  Wilson	  et	  al.	  2008,	  Nielsen	  et	  al.	  2011).	  Pan	  traps	  are	  expected	  to	  capture	  greater	  species	  richness	  and	  abundance,	  be	  easier	  to	  use,	  lack	  collector	  bias	  and	  be	  cost-­‐effective,	  whereas	  net	  sampling	  is	  often	  perceived	  to	  be	  more	  labor	  intensive,	  time	  consuming	  and	  subject	  to	  collector	  bias.	  However,	  the	  effectiveness	  of	  each	  method	  can	  depend	  on	  a	  range	  of	  factors	  including	  location	  of	  study	  due	  to	  vegetation	  type,	  resource	  (flowering)	  availability,	  and	  the	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composition	  of	  the	  pollinator	  community	  (Cane	  et	  al.	  2000,	  Baum	  and	  Wallen	  2011,	  Gollan	  et	  al.	  2011).	  	  
The	  emphasis	  on	  sampling	  as	  many	  species	  as	  possible	  may	  not	  necessarily	  be	  ideal	  or	  appropriate	  in	  all	  cases.	  	  Firstly,	  the	  relationship	  between	  pollinator	  populations	  and	  pollination	  is	  complex,	  and	  deficits	  in	  one	  do	  not	  necessarily	  equate	  to	  deficits	  in	  the	  other	  (Thomson	  2001,	  Willmer	  2011).	  An	  estimated	  87.5%	  of	  flowering	  plant	  species	  are	  animal	  pollinated	  (Ollerton	  et	  al.	  2011),	  and	  determining	  how	  pollinator	  population	  fluctuations	  affect	  pollination	  was	  recently	  identified	  as	  a	  key	  research	  question	  by	  pollination	  ecologists	  (Mayer	  et	  al.	  2011).	  Secondly,	  invertebrates	  sampled	  using	  a	  pan	  trap	  or	  netted	  from	  a	  flower	  are	  not	  necessarily	  pollinators.	  For	  pollination	  to	  occur,	  a	  flower-­‐visitor	  needs	  to	  pick	  up	  viable	  compatible	  pollen	  from	  a	  flower,	  travel	  to	  a	  conspecific	  plant,	  and	  deposit	  it	  on	  a	  receptive	  stigma	  (Pellmyr	  2002).	  Different	  methods	  supply	  different	  information	  about	  the	  pollination	  process	  and	  a	  species’	  functional	  role.	  Netting	  flower-­‐visitors	  supplies	  information	  about	  the	  potential	  of	  that	  visitor	  as	  a	  pollinator,	  whereas	  without	  prior	  or	  subsequent	  investigation,	  pan	  traps	  provide	  limited	  information	  on	  a	  species’	  pollinating	  abilities.	  Depending	  on	  the	  study,	  having	  knowledge	  of	  species’	  pollination	  function	  may	  be	  more	  useful	  in	  understanding	  the	  consequences	  of	  pollinator	  decline	  or	  the	  reasons	  for	  a	  reduction	  in	  pollination	  services.	  	  
It	  is	  timely	  that	  we	  evaluate	  how	  the	  different	  sampling	  methods	  affect	  the	  structure	  of	  the	  sampled	  assemblage.	  Community	  structure	  has	  direct	  consequences	  for	  ecosystem	  functioning	  (Chapin	  et	  al.	  1997),	  and	  more	  specifically,	  the	  network	  of	  interactions	  between	  plants	  and	  pollinators	  are	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structured	  in	  ways	  that	  increases	  the	  stability	  of	  ecological	  communities	  (Bascompte	  and	  Jordano	  2007,	  Bastolla	  et	  al.	  2009,	  Thébault	  and	  Fontaine	  2010).	  The	  structure	  of	  two	  closely	  linked	  assemblages,	  such	  as	  between	  pollinators	  and	  plants	  can	  also	  directly	  affect	  each	  another	  (Potts	  et	  al.	  2003).	  Potts	  et	  al.	  (2003)	  found	  that	  the	  structure	  of	  a	  bee	  community	  in	  a	  Mediterranean	  landscape	  was	  dependent	  upon	  floral	  diversity	  and	  abundance,	  and	  nectar	  and	  pollen	  rewards.	  It	  is	  thus	  important	  to	  understand	  how	  different	  methods	  affect	  the	  realised	  pollinator	  assemblage,	  if	  we	  are	  to	  manage	  ecosystems	  to	  retain	  pollination	  function.	  	  
Pollinator	  population	  and	  assemblage	  data	  are	  valuable	  in	  determining	  functionally	  important	  species	  and	  guiding	  conservation	  and	  restoration	  programs.	  Monitoring	  is	  integral	  to	  research	  tracking	  the	  cause	  of	  population	  change,	  to	  identify	  the	  consequences	  of	  pollinator	  population	  declines,	  establish	  baselines,	  and	  form	  a	  core	  part	  to	  understanding	  the	  ecology	  and	  evolution	  of	  pollination.	  In	  a	  given	  study,	  the	  most	  appropriate	  sampling	  methods	  will	  depend	  on	  the	  aims,	  with	  consideration	  of	  available	  resources	  and	  time,	  and	  not	  necessarily	  which	  method	  is	  most	  effective	  at	  capturing	  most	  species.	  In	  this	  study,	  I	  aim	  to	  provide	  a	  quantitative	  comparison	  of	  the	  strengths	  and	  limitations	  of	  pan	  traps	  and	  net	  sampling.	  
I	  ask	  two	  main	  questions	  to	  frame	  the	  investigation:	  1)	  What	  are	  the	  merits	  of	  each	  method,	  pan	  traps	  and	  net	  sampling,	  for	  discovery	  of	  species,	  understanding	  their	  pollination	  function	  within	  the	  system,	  tracking	  changes	  in	  abundance	  and	  composition	  over	  space	  and	  time	  and	  for	  contributing	  to	  global	  comparisons	  among	  habitats?,	  and	  2)	  How	  does	  the	  spatial	  and	  temporal	  pattern	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of	  resource	  availability	  in	  terms	  of	  the	  number	  of	  plant	  species	  and	  level	  of	  flowering	  influence	  the	  effectiveness	  of	  each	  sampling	  method?	  
I	  approach	  these	  questions	  with	  a	  robust	  and	  extensive	  sampling	  regime	  for	  both	  pan	  traps	  and	  net	  sampling,	  and	  cover	  three	  sampling	  periods	  between	  June	  2010	  and	  July	  2011	  across	  a	  5000	  km2	  area.	  I	  conducted	  my	  work	  in	  the	  Simpson	  Desert	  of	  Australia,	  an	  undisturbed	  ecosystem	  with	  no	  exotic	  invertebrate	  species,	  and	  an	  area	  rich	  in	  invertebrate	  diversity	  but	  lacking	  in-­‐depth	  scientific	  investigation.	  I	  focus	  on	  all	  invertebrate	  species,	  and	  not	  only	  bees.	  Although	  bees	  are	  considered	  important	  pollinators	  globally	  (Willmer	  2011),	  a	  key	  area	  for	  future	  pollination	  research	  is	  to	  more	  fully	  understand	  the	  roles	  played	  by	  the	  full	  complement	  of	  pollinators	  (Mayer	  et	  al.	  2011,	  Ollerton	  et	  al.	  2011).	  I	  expect	  that	  net	  sampling	  and	  pan	  traps	  may	  differ	  in	  species	  discovery	  and	  abundance,	  but	  composition	  will	  differ	  as	  net	  sampling	  tracks	  floral	  resources	  more	  closely,	  making	  net	  sampling	  more	  functionally	  relevant	  to	  pollination.	  
Methods	  
Ethics	  Statement	  Plant	  and	  invertebrate	  collections	  were	  carried	  out	  under	  a	  Queensland	  government	  Scientific	  Purposes	  Permit	  (WISP07623410).	  Insect	  specimens	  are	  currently	  stored	  at	  The	  University	  of	  Sydney	  and	  the	  Australian	  Museum	  (AM)	  collection.	  No	  protected	  species	  were	  sampled.	  
Study	  System	  The	  study	  was	  conducted	  in	  the	  north-­‐eastern	  Simpson	  Desert,	  south-­‐western	  Queensland,	  Australia,	  on	  Cravens	  Peak	  and	  Ethabuka	  private	  nature	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reserves.	  The	  dominant	  landforms	  are	  long	  parallel	  sand	  dunes,	  8-­‐10	  m	  high,	  divided	  by	  interdune	  valleys	  (swales).	  The	  hummock	  grass,	  Triodia	  basedowii	  (Poaceae;	  spinifex)	  is	  dominant	  across	  the	  dune	  swales	  but	  less	  so	  on	  crests	  where	  shrub	  species	  (e.g.	  several	  Acacia,	  Grevillea	  and	  many	  in	  the	  Fabaceae)	  are	  common,	  along	  with	  a	  suite	  of	  ephemeral	  forbs	  and	  herbs	  that	  appear	  after	  rain.	  There	  are	  no	  introduced	  plant	  or	  flower-­‐visitor	  species	  at	  the	  study	  sites,	  notably,	  no	  introduced	  European	  Honeybee	  Apis	  mellifera	  (Apidae).	  The	  Simpson	  Desert	  is	  classified	  as	  a	  hot,	  dry	  desert,	  with	  average	  annual	  rainfall	  between	  100	  mm	  and	  150	  mm.	  However,	  precipitation	  is	  highly	  variable	  by	  world	  standards	  (van	  Etten	  2009).	  Large,	  unpredictable	  rain	  events	  structure	  the	  environment	  and	  sustain	  high	  levels	  of	  biomass,	  creating	  relatively	  short	  ‘boom’	  periods,	  immediately	  followed	  by	  relatively	  long	  ‘bust’	  periods	  (Morton	  et	  al.	  2011).	  
The	  study	  sites	  experienced	  several	  large	  rainfall	  events:	  300	  mm	  in	  February	  -­‐	  March	  2010,	  250	  mm	  in	  July	  -­‐	  September	  2010	  and	  400	  mm	  in	  February	  -­‐	  March	  2011,	  which	  stimulated	  many	  plant	  species	  to	  flower.	  This,	  along	  with	  the	  vegetation	  structure	  (low	  and	  open)	  makes	  it	  a	  system	  suited	  to	  both	  pan	  trap	  and	  net	  sampling.	  
Sampling	  design	  A	  spatially-­‐nested	  design,	  comprising	  three	  sites	  in	  the	  spinifex	  dominated	  dune	  fields	  (FR,	  KS	  and	  MC,	  approximately	  50km	  apart),	  with	  two	  locations	  (1	  km	  apart)	  at	  each	  site,	  was	  sampled.	  At	  each	  location,	  four	  100	  m	  x	  5	  m	  belt	  transects,	  two	  on	  the	  dune	  crest	  and	  two	  in	  the	  swale,	  were	  placed	  to	  optimise	  representative	  flowering.	  Sampling	  occurred	  during	  the	  post-­‐rain	  flowering	  period	  (14th	  –	  25th	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June	  2010,	  12th	  –	  24th	  November	  2010,	  and	  22nd	  June	  –	  4th	  July	  2011)	  and	  included	  winter	  and	  summer	  flowering	  species.	  	  
Invertebrate	  sampling	  Net	  sampling	  –	  Flower-­‐visiting	  invertebrates	  were	  sampled	  along	  each	  100	  m	  x	  5	  m	  belt	  transect.	  Four	  collectors	  were	  deployed	  among	  the	  eight	  transects	  at	  each	  site:	  two	  at	  each	  location.	  Collectors	  sampled	  flower-­‐visitors	  using	  nets	  from	  all	  plant	  species	  along	  transects	  for	  two	  hours	  and	  fulfilled	  these	  conditions:	  concurrent	  sampling	  of	  crest	  and	  swale	  between	  collectors,	  each	  transect	  sampled	  for	  30	  minutes	  by	  each	  collector,	  and	  collectors	  alternated	  dune	  zones.	  These	  measures	  helped	  negate	  any	  effect	  of	  collector	  bias.	  A	  visitation	  was	  defined	  as	  any	  physical	  contact	  between	  the	  animal	  and	  a	  flower.	  Flower-­‐visitors	  were	  then	  caught	  using	  nets	  and	  plastic	  containers,	  and	  transferred	  into	  5	  mL	  vials	  for	  transportation.	  Plant	  species	  from	  which	  a	  visitor	  was	  collected	  was	  recorded.	  
Net	  sampling	  at	  each	  site	  occurred	  for	  three	  consecutive	  days	  in	  morning	  and	  afternoon	  sessions	  (June	  and	  July	  1100-­‐1300	  and	  1430-­‐1630,	  November	  900-­‐1100	  and	  1500-­‐1700),	  timing	  of	  which	  varied	  to	  best	  match	  the	  activity	  patterns	  of	  invertebrates,	  and	  to	  avoid	  extreme	  midday	  heat.	  To	  increase	  the	  representation	  at	  the	  transect	  and	  above	  levels,	  and	  to	  minimise	  any	  potential	  effects	  of	  weather	  on	  captures,	  sampling	  only	  occurred	  during	  fine	  weather,	  and	  was	  pooled	  over	  the	  three	  day	  period.	  Sites	  were	  sampled	  in	  random	  order	  for	  each	  survey.	  A	  total	  of	  432	  hours	  was	  spent	  net	  sampling.	  
Pan	  traps	  –	  Pan	  traps	  were	  deployed	  along	  each	  100	  m	  transect	  during	  the	  three	  days	  of	  net	  sampling.	  Pans	  were	  made	  from	  polyethylene	  plastic	  bowls	  (400	  mL,	  110	  mm	  diameter,	  70	  mm	  high)	  painted	  in	  either	  UV	  fluorescent	  yellow,	  blue	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or	  white	  paint	  (Educational	  Colours,	  Victoria,	  Australia).	  These	  colours	  have	  been	  demonstrated	  to	  be	  equally	  effective	  for	  capturing	  of	  a	  broad	  range	  of	  invertebrates	  in	  this	  habitat	  (Popic	  and	  Wardle	  unpublished	  data).	  Six	  pans	  (two	  of	  each	  colour)	  were	  placed	  along	  each	  transect,	  15	  m	  apart,	  in	  alternating	  colours.	  In	  each	  pan,	  100	  mL	  of	  detergent	  mixture	  (5	  mL	  of	  non-­‐odorous	  detergent	  in	  1.5	  L	  water)	  was	  used.	  Pans	  were	  checked	  and	  cleared	  of	  captures	  at	  1700	  daily,	  and	  reset	  each	  morning.	  Therefore	  I	  removed	  any	  confounding	  effects	  of	  nocturnal	  captures	  in	  pan	  traps	  that	  would	  not	  be	  reflected	  in	  diurnal	  net	  sampling.	  Specimens	  were	  stored	  in	  70%	  ethanol.	  In	  total,	  1296	  pan	  trap-­‐days	  were	  deployed.	  	  
Invertebrates	  were	  viewed	  under	  a	  dissecting	  microscope	  and	  sorted	  to	  morphospecies.	  Bees	  were	  identified	  to	  species	  by	  taxonomist	  Michael	  Batley	  at	  the	  Australian	  Museum,	  Sydney.	  	  
Plant	  diversity	  and	  flowering	  intensity	  Vegetation	  along	  each	  transect	  was	  assessed	  during	  each	  sampling	  period	  (June	  2010,	  November	  2010,	  June	  2011).	  Each	  plant	  species	  was	  scored	  between	  0-­‐5	  (0-­‐absent,	  5-­‐abundant)	  for	  flowering	  and	  abundance	  of	  plants	  in	  flower.	  To	  construct	  a	  measure	  of	  the	  total	  flowering	  intensity	  of	  a	  species,	  flowering	  and	  abundance	  scores	  were	  multiplies	  together.	  To	  measure	  the	  total	  flowering	  intensity	  of	  a	  location,	  all	  species’	  total	  flowering	  intensity	  was	  added	  together.	  Species	  identifications	  were	  checked	  with	  reference	  sets	  for	  the	  study	  sites	  and	  vouchers	  specimens	  collected.	  Nomenclature	  follows	  Alexander	  (2005)	  and	  Urban	  (2001).	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Data	  analysis	  Total	  species	  richness	  and	  abundance,	  and	  the	  richness	  and	  abundance	  of	  invertebrate	  orders	  [Hymenoptera	  -­‐	  split	  into	  bees	  (Anthophila),	  ants	  (Formicidae),	  and	  wasps	  and	  sawflies	  (non-­‐bee	  and	  non-­‐ant	  Apocrita,	  and	  Symphyta,	  respectively,	  referred	  to	  as	  wasps	  for	  simplicity);	  Diptera;	  Lepidoptera]	  were	  compared	  using	  ANOVA	  with	  method	  (net,	  pan),	  sampling	  trip	  (June	  2010,	  November	  2010,	  July	  2011),	  site	  (FR,	  KS,	  MC),	  locations	  (n=2,	  nested	  within	  site),	  and	  dune	  zone	  (crest,	  swale)	  as	  factors.	  Captures	  of	  other	  orders	  were	  insufficient	  to	  compare	  statistically.	  Two	  ant	  species	  occasionally	  swarmed	  pan	  traps	  (in	  1%	  of	  cases)	  so	  after	  examination	  of	  patterns,	  they	  were	  excluded	  from	  abundance	  comparisons	  to	  remove	  undue	  bias	  in	  the	  final	  results.	  Bias	  by	  either	  sampling	  method	  toward	  different	  bee	  families	  was	  investigated	  as	  previous	  research	  found	  differing	  ability	  in	  pollen	  transport	  by	  bee	  families	  in	  the	  study	  area	  (Popic	  et	  al.	  2013).	  
Sampling	  effort	  was	  assessed	  using	  individual-­‐based	  rarefaction	  curves.	  The	  cumulative	  number	  of	  species	  for	  each	  increase	  of	  10	  individuals	  in	  samples	  grouped	  by	  method,	  site,	  trip,	  location	  and	  dune	  zone	  was	  estimated	  using	  PRIMER-­‐E	  v6	  (Plymouth	  Routines	  in	  Multivariate	  Ecological	  Research).	  	  
Assemblage	  composition	  was	  investigated	  using	  a	  five-­‐way	  nested	  PERMANOVA	  (maximum	  permutations	  =	  9999)	  with	  method,	  trip,	  site,	  location,	  and	  dune	  as	  factors.	  Terms	  with	  negative	  estimates	  of	  variation	  were	  removed	  by	  sequentially	  pooling	  terms	  and	  then	  re-­‐evaluating	  the	  model	  (Clarke	  and	  Gorley	  2006).	  Bray-­‐Curtis	  similarity	  coefficients	  were	  used	  on	  square-­‐root	  transformed	  data.	  When	  main	  effects	  were	  significant,	  pairwise	  tests	  were	  conducted	  to	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determine	  which	  levels	  of	  factors	  were	  responsible	  for	  significance.	  Monte	  Carlo	  sampling	  to	  determine	  P-­‐values	  was	  used	  when	  the	  total	  number	  of	  possible	  permutations	  was	  low.	  To	  visually	  represent	  differences	  among	  assemblages,	  two-­‐dimensional	  non-­‐metric	  multidimensional	  scaling	  (nMDS)	  ordinations,	  based	  on	  Bray-­‐Curtis	  dissimilarity	  coefficients,	  were	  produced	  using	  PRIMER-­‐E	  v6.	  In	  order	  to	  investigate	  whether	  the	  core	  common	  species	  caught	  are	  similar	  between	  the	  two	  methods,	  the	  PERMANOVA	  and	  nMDS	  were	  repeated	  including	  only	  those	  species	  where	  more	  than	  20	  individuals	  were	  caught	  in	  total,	  thereby	  eliminating	  the	  contribution	  of	  rare	  species.	  
Linear	  regression	  analyses	  were	  used	  to	  compare	  for	  the	  two	  methods	  how	  flowering	  intensity,	  and	  flowering	  species	  richness,	  influenced	  the	  species	  richness	  and	  abundance	  of	  invertebrate	  samples.	  Data	  were	  log	  transformed	  to	  meet	  test	  assumptions.	  
To	  test	  whether	  the	  floral	  assemblage	  had	  a	  stronger	  relationship	  with	  the	  invertebrate	  assemblage	  sampled	  with	  nets	  or	  pan	  traps,	  I	  compared	  pairs	  of	  multivariate	  data	  (i.e.	  floral	  assemblage	  –	  pan	  trap	  invertebrate	  assemblage,	  floral	  assemblage	  –	  net	  sampled	  invertebrate	  assemblage)	  using	  the	  RELATE	  analysis	  in	  PRIMER-­‐E	  v6.	  The	  test	  works	  by	  first	  determining	  the	  among-­‐sample	  relationships	  (based	  on	  Bray-­‐Curtis	  similarity	  coefficients)	  within	  each	  multivariate	  dataset	  (i.e.	  the	  two	  closest	  samples	  are	  determined,	  and	  then	  the	  next	  closest,	  and	  so	  forth).	  If	  the	  among-­‐sample	  relationships	  agree	  in	  exactly	  the	  same	  way	  between	  pairs	  of	  multivariate	  datasets	  then	  the	  rank	  correlation	  coefficient	  (Spearman’s	  ρ)	  will	  equal	  1.	  If	  there	  is	  no	  relationship,	  then	  ρ	  will	  be	  approximately	  zero.	  The	  ρ	  value	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was	  compared	  by	  randomly	  permuting	  the	  sets	  of	  samples	  and	  recalculating	  ρ	  to	  create	  a	  frequency	  histogram	  (Clarke	  and	  Gorley	  2006).	  
Results	  
1)	  What	  are	  the	  merits	  of	  each	  method	  for	  discovery	  of	  species,	  understanding	  their	  
function	  within	  the	  system,	  tracking	  changes	  in	  abundance	  and	  composition	  over	  
space	  and	  time	  and	  for	  contributing	  to	  global	  comparisons	  among	  habitats?	  A	  total	  of	  436	  invertebrate	  species	  and	  7294	  specimens	  were	  collected	  using	  both	  methods	  (Table	  2-­‐1).	  Net	  sampling	  yielded	  327	  species	  and	  4730	  specimens	  that	  visited	  flowers	  of	  61	  plant	  species	  (A2-­‐1),	  while	  pan	  traps	  collected	  233	  species	  and	  2564	  specimens.	  Of	  the	  296	  species	  with	  at	  least	  two	  captures	  in	  the	  combined	  total,	  42.2%	  were	  caught	  only	  by	  nets,	  15.9%	  only	  by	  pan	  traps,	  and	  41.9%	  by	  both	  methods	  (of	  all	  436	  species,	  proportions	  were:	  46.5%,	  24.9%,	  and	  28.6%	  respectively).	  Species	  caught	  with	  both	  methods	  accounted	  for	  80.1%	  of	  the	  total	  abundance.	  From	  the	  total	  7294	  specimens,	  140	  singletons	  and	  58	  doubletons	  were	  sampled,	  while	  separately,	  104	  singletons	  and	  42	  doubletons	  from	  nets	  and	  105	  singletons	  and	  32	  doubletons	  from	  pan	  traps.	  Individual	  based	  rarefaction	  curves	  suggest	  sampling	  was	  sufficient	  for	  both	  methods	  (A2-­‐2).	  Net	  sampling	  and	  pan	  traps	  performed	  similarly	  in	  terms	  of	  species	  discovery	  and	  abundance	  in	  July	  2011,	  but	  nets	  caught	  more	  species	  and	  greater	  abundance	  in	  June	  2010	  and	  November	  2010.	  Rarefaction	  curves	  suggest	  that	  a	  greater	  intensity	  of	  pan	  trap	  sampling	  in	  June	  2010	  and	  November	  2010	  would	  not	  increase	  species	  discovery	  to	  the	  level	  of	  net	  sampling	  (A2-­‐2).	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Table	  1.	  Species	  richness	  and	  abundance	  of	  invertebrates	  sampled	  by	  net	  and	  pan	  sampling.	  	   Net	   Pan	   Total	  	   Species	   Abundance	   Species	   Abundance	   Species	   Abundance	  Hymenoptera	   213	  (65)	   3632	  (77)	   148	  (64)	   1749	  (68)	   278	  (64)	   5381	  (74)	  Bees	   62	  (19)	   1758	  (37)	   42	  (18)	   1233	  (48)	   72	  (17)	   2991	  (41)	  Apidae	   2	  (<1)	   77	  (2)	   3	  (1)	   111	  (4)	   3	  (<1)	   188	  (3)	  Colletidae	   34	  (10)	   663	  (14)	   25	  (11)	   438	  (17)	   41	  (9)	   1101	  (15)	  Halictidae	   13	  (4)	   962	  (20)	   10	  (4)	   678	  (26)	   15	  (3)	   1640	  (23)	  Megachilidae	   13	  (4)	   56	  (1)	   4	  (2)	   6	  (<1)	   13	  (3)	   62	  (<1)	  Ants	   18	  (6)	   320	  (7)	   21	  (9)	   141	  (6)	   26	  (6)	   461	  (6)	  Wasps	   133	  (41)	   1534	  (32)	   85	  (37)	   375	  (15)	   180	  (41)	   1909	  (26)	  Coleoptera	   26	  (8)	   150	  (3)	   18	  (8)	   103	  (4)	   38	  (9)	   253	  (4)	  Diptera	   38	  (12)	   217	  (5)	   25	  (11)	   521	  (20)	   46	  (11)	   738	  (10)	  Hemiptera	   34	  (10)	   200	  (4)	   18	  (8)	   59	  (2)	   45	  (10)	   259	  (4)	  Lepidoptera	   10	  (3)	   421	  (9)	   12	  (5)	   103	  (2)	   15	  (3)	   524	  (7)	  Orthoptera	   3	  (<1)	   3	  (<1)	   9	  (4)	   21	  (<1)	   10	  (2)	   24	  (<1)	  Thysanoptera	   2	  (<1)	   103	  (2)	   2	  (<1)	   7	  (<1)	   2	  (<1)	   110	  (2)	  Other	   1	  (<1)	   4	  (<1)	   1	  (<1)	   1	  (<1)	   2	  (<1)	   5	  (<1)	  Total	   327	   4730	   233	   2564	   436	   7294	  Percentage	  shown	  in	  brackets.	  Nets	  sampled	  a	  greater	  number	  of	  species	  of	  most	  orders	  and	  families	  than	  pan	  traps:	  about	  50%	  more	  bees,	  wasps,	  Coleopteran	  and	  Dipteran	  species,	  and	  about	  twice	  as	  many	  Hemipteran	  species	  (Table	  2-­‐1),	  while	  pans	  sampled	  more	  ant,	  Lepidopteran	  and	  Orthopteran	  species.	  Pan	  traps	  sampled	  58%	  of	  all	  bee	  species,	  while	  nets	  sampled	  86%,	  including	  all	  Megachilidae,	  but	  missed	  one	  Apidae	  species,	  Thyreus	  warooensis	  which	  is	  parasitic	  on	  other	  bees	  (A2-­‐3).	  The	  majority	  of	  species	  sampled	  by	  nets	  and	  pan	  traps	  were	  Hymenoptera	  (65.2%	  and	  63.5%	  respectively),	  with	  wasps	  (40.7%	  and	  36.5%	  respectively)	  the	  most	  speciose	  group,	  followed	  by	  bees	  (19.0%	  and	  18.0%	  respectively,	  Table	  2-­‐1).	  Other	  orders	  were	  also	  similarly	  proportionally	  represented	  in	  nets	  and	  pan	  traps.	  Bees	  were	  the	  most	  abundant	  captures	  in	  nets	  and	  pan	  traps,	  comprising	  a	  relatively	  high	  proportion	  of	  pan	  trap	  captures	  (37.2%	  and	  48.1%	  respectively).	  Wasps	  were	  abundant	  in	  net	  sampling	  but	  distinctly	  less	  so	  in	  pan	  traps	  (32.4%	  and	  14.6%	  respectively).	  Nets	  also	  sampled	  higher	  abundance	  of	  Lepidoptera,	  and	  pans	  sampled	  many	  more	  Diptera.	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Species	  richness	  was	  influenced	  by	  the	  interaction	  between	  method	  and	  trip	  (F(2,6)	  =	  33.35,	  P	  <	  0.01);	  nets	  sampled	  significantly	  more	  species	  than	  pan	  traps	  in	  June	  2010	  (14.8	  ±	  1.0	  and	  8.7	  ±	  0.7	  mean	  species	  ±	  SE	  per	  transect,	  respectively),	  and	  November	  2010	  (28.1	  ±	  1.8	  and	  18.6	  ±	  1.6	  respectively)	  but	  methods	  were	  equivalent	  in	  July	  2011	  (15.3	  ±	  1.2	  and	  16.6	  ±	  0.9	  respectively;	  Fig.	  2-­‐1,	  A2-­‐4).	  Invertebrate	  abundance	  exhibited	  a	  significant	  three-­‐way	  interaction	  between	  method,	  trip,	  and	  site	  (F(4,6)	  =	  5.66,	  P	  <	  0.05,	  A2-­‐4):	  average	  abundance	  per	  transect	  was	  generally	  greater	  for	  net	  samples	  in	  June	  and	  November	  2010	  (nets	  sampled	  between	  30%	  and	  600%	  greater	  abundance),	  but	  in	  only	  two	  sites	  was	  the	  difference	  significant	  (Fig.	  2-­‐2).	  In	  July	  2011,	  abundance	  from	  nets	  and	  pan	  traps	  were	  not	  statistically	  different	  (Fig.	  2-­‐2).	  
	  
Fig.	  2-­‐1.	  Average	  species	  richness	  per	  transect	  of	  each	  method	  for	  the	  three	  sampling	  trips	  (±	  SE,	  n	  =	  24).	  The	  method	  by	  trip	  interaction	  effect	  was	  significant	  (F(2,6)	  =	  33.35,	  P	  <	  0.01)	  as	  nets	  sampled	  more	  species	  in	  June	  and	  November	  2010,	  but	  not	  in	  July	  2011	  where	  there	  was	  no	  difference.	  ***	  =	  
P	  <	  0.001,	  **	  =	  P	  <	  0.01,	  ns	  =	  P	  >	  0.05,	  significance	  determined	  with	  Tukey	  HSD	  test.	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Fig.	  2-­‐2.	  Average	  invertebrate	  abundance	  per	  transect	  of	  each	  method	  at	  each	  site	  and	  trip	  (±	  SE,	  n	  =	  8).	  An	  interaction	  effect	  between	  method,	  trip	  and	  site	  was	  found	  (F(4,6)	  =	  5.66,	  P	  <	  0.05).	  **	  =	  P	  <	  0.01,	  *	  =	  P	  <	  0.05,	  ns	  =	  P	  >	  0.05,	  significance	  determined	  with	  Tukey	  HSD	  test.	  
Bee	  species	  richness	  and	  abundance	  exhibited	  significant	  three-­‐way	  interactions	  (method	  x	  site	  x	  trip,	  F(4,6)	  =	  18.11,	  P	  <	  0.01;	  F(4,6)	  =	  15.47,	  P	  <	  0.01	  respectively),	  but	  there	  was	  no	  consistent	  response	  to	  method,	  among	  trip	  x	  site	  combinations	  (A2-­‐5).	  Wasp	  species	  richness	  and	  abundance	  showed	  significant	  method	  x	  trip	  interactions	  (F(2,6)	  =	  10.65,	  P	  <	  0.05;	  F(2,6)	  =	  17.67,	  P	  <	  0.01	  respectively):	  nets	  sampled	  greater	  species	  richness	  and	  abundance	  in	  June	  and	  November	  2010,	  but	  methods	  were	  equal	  in	  July	  2011	  (A2-­‐5).	  Dipteran	  abundance	  was	  greater	  in	  pan	  traps	  in	  November	  2010	  and	  July	  2011	  (A2-­‐5)	  and	  the	  method	  x	  trip	  interactions	  was	  significant	  (F(2,6)	  =	  13.96,	  P	  <	  0.01).	  Method	  did	  not	  significantly	  affect	  Dipteran	  species	  richness	  (F(2,6)	  =	  3.85,	  P	  >	  0.05).	  Lepidopteran	  species	  richness	  and	  abundance	  were	  always	  significantly	  greater	  with	  net	  sampling	  (F(1,3)	  =	  30.92,	  P	  <	  0.05;	  F(1,3)	  =	  48.44,	  P	  <	  0.01	  respectively;	  A2-­‐5).	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The	  nMDS	  plot,	  grouped	  by	  method	  and	  trip	  for	  clarity	  indicates	  separation	  between	  assemblages	  caught	  by	  nets	  and	  pan	  traps	  (Fig.	  2-­‐3).	  The	  species	  composition	  differed	  significantly	  between	  net	  and	  pan	  trap	  samples	  (F(1,105)	  =	  22.885,	  P	  <	  0.001,	  Table	  2-­‐2;	  Fig.	  2-­‐3),	  among	  trips	  (F(2,6)	  =	  12.118,	  P	  <	  0.001,	  Table	  2-­‐2;	  Fig.	  2-­‐3),	  sites	  (F(2,3)	  =	  5.100,	  P	  <	  0.001,	  Table	  2-­‐2)	  and	  between	  locations	  (F(3,105)	  =	  1.282,	  P	  <	  0.05,	  Table	  2-­‐2).	  The	  three-­‐way	  interaction	  term	  (method	  x	  trip	  x	  site)	  was	  also	  significant	  (F(4,105)	  =	  2.902,	  P	  <	  0.001,	  Table	  2-­‐2),	  and	  pairwise	  comparisons	  of	  all	  site	  by	  trip	  possibilities	  showed	  that	  the	  species	  composition	  of	  net	  and	  pan	  trap	  samples	  were	  significantly	  different	  (A2-­‐6).	  All	  combinations	  of	  trips	  were	  significantly	  different	  from	  each	  other	  for	  both	  methods	  and	  all	  sites	  except	  for	  the	  net	  samples	  at	  KS	  and	  MC	  between	  June	  2010	  and	  July	  2011	  (A2-­‐6).	  Sites	  differed	  for	  both	  methods	  and	  all	  trips	  except	  between	  all	  site	  combinations	  for	  net	  samples	  in	  July	  2011,	  and	  for	  pan	  trap	  samples	  between	  FR	  and	  MC	  in	  July	  2011	  (A2-­‐6).	  Similarly,	  the	  nMDS	  plot	  based	  on	  common	  species	  indicates	  separation	  of	  the	  assemblages	  caught	  by	  nets	  and	  pan	  traps	  (A2-­‐7),	  which	  is	  also	  supported	  by	  a	  significant	  difference	  in	  species	  composition	  between	  net	  and	  pan	  trap	  samples	  using	  PERMANOVA	  (F(1,81)	  =	  24.90,	  P	  <	  0.001,	  A2-­‐8).	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Fig.	  3.	  Nonmetric	  multidimensional	  scaling	  (nMDS)	  ordination	  of	  invertebrate	  assemblages	  sampled	  with	  nets	  and	  pan	  traps.	  Solid	  symbols	  represent	  nets,	  hollow	  symbols	  represent	  pans,	  and	  shapes	  represent	  the	  sampling	  periods.	  	  
	  
Table	  2.	  PERMANOVA	  results	  of	  main	  test	  assessing	  differences	  between	  invertebrate	  assemblages.	  	  Source	   df	   MS	   Pseudo-­‐F	   P(perm)	  Method	   1	   51996	   22.89	   <0.001	  Trip	   2	   31065	   12.12	   <0.001	  Site	   2	   14857	   5.10	   <0.0011	  Dune	   1	   2768	   1.22	   ns	  Location(Site)	   3	   2913	   1.28	   <0.05	  Method	  x	  Trip	   2	   17881	   7.87	   <0.001	  Method	  x	  Site	   2	   8914	   3.92	   <0.001	  Method	  x	  Dune	   1	   3378	   1.49	   <0.05	  Trip	  x	  Site	   4	   9233	   3.60	   <0.001	  Trip	  x	  Location(Site)	   6	   2564	   1.13	   ns	  Method	  x	  Trip	  x	  Site	   4	   6591	   2.90	   <0.001	  Method	  x	  Trip	  x	  Dune	   2	   2358	   1.04	   ns	  Trip	  x	  Site	  x	  Dune	   4	   2460	   1.08	   ns	  Method	  x	  Trip	  x	  Site	  x	  Dune	   4	   2610	   1.15	   ns	  Residual	   105	   2272	   	   	  
1 = P-value determined using Monte Carlo sampling.  
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2)	  How	  does	  the	  spatial	  and	  temporal	  pattern	  of	  resource	  availability	  in	  terms	  of	  the	  
number	  of	  plant	  species	  and	  level	  of	  flowering	  influence	  the	  effectiveness	  of	  each	  
sampling	  method?	  Flowering	  intensity	  and	  diversity	  positively	  increased	  the	  abundance	  and	  species	  richness	  of	  invertebrates	  sampled	  by	  nets	  (Fig.	  2-­‐4).	  The	  number	  of	  plant	  species	  flowering	  explained	  64%	  of	  the	  variation	  in	  the	  invertebrate	  abundance	  (F(1,16)	  =	  28.39,	  P	  <	  0.001)	  and	  40%	  of	  the	  variation	  in	  invertebrate	  species	  richness	  (F(1,16)	  =	  10.78,	  P	  <	  0.05).	  Flowering	  intensity	  explained	  less	  of	  the	  variation	  of	  invertebrate	  abundance	  and	  richness	  (r2	  =	  0.52,	  F(1,16)	  =	  17.22,	  P	  <	  0.01	  and	  r2	  =	  0.33,	  F(1,16)	  =	  7.73,	  P	  <	  0.05	  respectively;	  Fig.	  2-­‐4).	  By	  contrast,	  the	  species	  richness	  and	  abundance	  sampled	  by	  pans	  showed	  no	  significant	  relationship	  with	  flowering	  intensity	  or	  flowering	  species	  richness	  (Fig.	  2-­‐4).	  
The	  invertebrate	  assemblage	  composition	  from	  net	  and	  pan	  traps	  showed	  some	  similarity	  with	  the	  floral	  composition	  (ρ	  =	  0.28	  for	  nets,	  p	  =	  0.1%	  and,	  ρ	  =	  0.11	  for	  pans,	  p	  =	  2.6%).	  The	  larger	  ρ	  indicates	  there	  was	  greater	  similarity	  in	  the	  relationship	  among	  samples	  of	  the	  net	  sampled	  dataset	  and	  floral	  assemblage	  dataset.	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Fig.	  2-­‐4.	  Relationship	  between	  invertebrate	  species	  richness	  and	  abundance,	  and	  flowering	  intensity	  and	  richness	  for	  both	  methods.	  Regression	  line	  fitted	  to	  significant	  relationships	  for	  net	  sampling.	  
Discussion	  	  
My	  goal	  was	  to	  provide	  guidance	  on	  the	  reasons	  to	  choose	  between	  two	  common	  methods,	  pan	  traps	  and	  net	  sampling,	  for	  sampling	  pollinator	  populations	  and	  assemblages.	  My	  evidence	  suggests	  that	  these	  two	  methods	  are	  not	  equivalent.	  I	  therefore	  evaluate	  their	  relative	  merits	  below,	  in	  terms	  of	  the	  quantitative	  measures	  used	  in	  my	  comparison,	  and	  also	  in	  qualitative	  terms	  as	  summarised	  in	  Table	  2-­‐3.	  	  
 
 
 
 
 
r2	  =	  0.64	  
r2	  =	  0.52	  
r2	  =	  0.40	  
r2	  =	  0.33	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Table	  2-­‐3.	  Summary	  of	  pros	  and	  cons	  for	  invertebrate	  pollinator	  pan	  trap	  and	  net	  sampling	  techniques	  based	  on	  this	  study.	  	   Pan	  traps	   Net	  sampling	  Study	  purpose:	   	   	  Monitoring	  invertebrate	  populations	  of	  familiar	  study	  area	   PP	   PP	  To	  determine	  species	  function	   X	   PP1	  Pollination	  function:	   	   	  Plant	  visitation	   X	   PP	  Visitor	  behaviour	   X	   PP	  Interaction	  frequency	   X	   PP	  Allows	  pollen	  analysis	   X	   PP	  Method	  logistics:	   	   	  Sampling	  during	  little	  flowering	   PP	   X	  Optimise	  preparation	  time	   P	   P	  Minimal	  collection	  time	   PP	   X	  Condition	  of	  collection	  material	   X	   PP	  Ease	  of	  invertebrate	  sorting	   X	   PP	  Cost	   P	   P	  No	  collector	  experience	   P	   X2	  
PP	  -­‐	  Ideal;	  P	  -­‐	  suitable;	  X	  -­‐	  not	  suitable	  1	  –	  net	  sampling	  usually	  required	  and	  ideal	  but	  not	  sufficient	  to	  determine	  visitor	  function	  2	  –	  This	  can	  be	  effectively	  managed	  to	  make	  it	  suitable	  	  
Net	  sampling	  was	  superior	  to	  pan	  trap	  sampling	  at	  species	  discovery	  and	  quantifying	  abundance,	  mostly	  during	  periods	  of	  increased	  flowering.	  In	  addition,	  the	  rarefaction	  curves	  indicate	  that	  more	  pan	  trapping	  would	  not	  increase	  species	  discovery	  to	  the	  level	  of	  net	  sampling.	  Findings	  of	  this	  study	  contrast	  other	  studies	  in	  which	  pan	  traps	  have	  been	  found	  to	  capture	  a	  greater	  species	  richness	  and	  abundance	  of	  bees	  (Westphal	  et	  al.	  2008,	  Grundel	  et	  al.	  2011,	  Nielsen	  et	  al.	  2011).	  Although	  all	  invertebrates	  were	  included	  in	  my	  comparison,	  nets	  sampled	  greater	  species	  richness	  and	  abundance	  of	  most	  taxonomic	  groups.	  Bee	  species	  richness	  and	  abundance	  did	  not	  show	  a	  consistent	  response	  to	  sampling	  method,	  and	  pans	  sampled	  a	  greater	  abundance	  of	  Diptera,	  which	  potentially	  include	  important	  pollinators	  (Willmer	  2011).	  Wasps	  were	  frequent	  flower-­‐visitors	  but	  under-­‐represented	  in	  pan	  traps,	  and	  my	  observational	  records	  suggest	  many	  are	  likely	  pollinators.	  Megachilidae	  bees	  were	  also	  poorly	  represented	  in	  pan	  traps,	  and	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these	  constitute	  a	  functionally	  important	  group,	  efficient	  at	  pollen-­‐transport	  (Popic	  et	  al.	  2013).	  The	  local	  flowering	  distribution	  may	  contribute	  to	  the	  superiority	  of	  net	  sampling,	  highlighting	  that	  local	  flowering	  patterns	  are	  important	  to	  consider	  when	  sampling	  pollinators.	  Flowering	  was	  usually	  focused	  along	  dune	  crests,	  and	  so	  sampling	  along	  transects	  was	  effective	  at	  capturing	  the	  full	  floral	  diversity	  and	  abundance,	  enabling	  efficient	  collection	  of	  flower-­‐visitors	  with	  nets.	  Conversely,	  pan	  traps	  passively	  sample	  invertebrates,	  and	  are	  not	  restricted	  to	  flower-­‐visitors	  like	  net	  sampling.	  Pan	  traps	  are	  also	  not	  restricted	  to	  flower-­‐visitors	  of	  plants	  species	  on	  a	  transect,	  but	  can	  sample	  an	  area	  dependent	  on	  the	  flight	  range	  of	  invertebrate	  species,	  which	  is	  usually	  less	  than	  several	  hundred	  meters	  for	  solitary	  bees	  (Zurbuchen	  et	  al.	  2009).	  
In	  addition	  to	  the	  differences	  in	  species	  richness	  and	  abundance,	  each	  method	  also	  differed	  in	  species	  composition.	  Compositional	  difference	  between	  methods	  does	  not	  support	  the	  assumption	  that	  the	  invertebrate	  assemblage	  caught	  with	  pan	  traps	  is	  equivalent	  to	  the	  pollinator	  assemblage,	  as	  net	  sampling	  captures	  flower-­‐visiting	  invertebrates,	  species	  likely	  to	  be	  functionally	  important	  for	  the	  plant	  species	  from	  which	  they	  were	  sampled(Popic	  et	  al.	  2013),	  even	  if	  they	  are	  not	  pollinators	  (Pellmyr	  2002).	  Previous	  studies	  report	  high	  similarity	  in	  species	  composition	  between	  assemblages	  caught	  by	  pan	  and	  net	  sampling	  (Westphal	  et	  al.	  2008,	  Grundel	  et	  al.	  2011),	  while	  others	  report	  different	  assemblage	  composition	  (Cane	  et	  al.	  2000,	  Wilson	  et	  al.	  2008).	  Pan	  traps	  may	  not	  catch	  the	  same	  species	  as	  netting	  due	  to	  behavioral	  avoidance	  of	  pans	  by	  certain	  taxa	  (e.g.	  Megachilidae,	  Lepidoptera)	  coupled	  with	  pans	  attracting	  species	  that	  were	  not	  recorded	  visiting	  flowers	  (e.g.	  some	  ants	  and	  flies).	  Of	  particular	  note	  is	  that	  species	  sampled	  in	  pan	  traps	  were	  under-­‐representative	  of	  generalist	  flower-­‐
Chapter	  2:	  Nets	  out-­‐perform	  pan	  traps	  
60	  
visitor	  species	  compared	  to	  the	  net-­‐sampled	  species.	  Therefore,	  pans	  are	  not	  sampling	  the	  functionally	  important	  species	  that	  contribute	  to	  the	  stability	  of	  flower-­‐visitor	  interaction	  networks	  and	  potentially	  pollination	  (Bascompte	  and	  Jordano	  2007,	  Kaiser-­‐Bunbury	  et	  al.	  2010).	  
Invertebrates	  sampled	  with	  nets	  more	  closely	  tracked	  floral	  resources	  than	  invertebrates	  from	  pan	  traps,	  further	  supporting	  that	  net-­‐sampled	  invertebrates	  are	  functionally	  important	  in	  pollination.	  The	  effectiveness	  of	  pan	  traps	  showed	  no	  response	  to	  floral	  resources	  which	  contrasts	  with	  the	  findings	  of	  other	  studies	  (Dafni	  et	  al.	  2005,	  Wilson	  et	  al.	  2008,	  Baum	  and	  Wallen	  2011).	  An	  increase	  in	  floral	  resource	  diversity	  is	  expected	  to	  increase	  the	  invertebrate	  diversity	  as	  the	  specific	  dietary	  requirements	  of	  more	  species	  will	  be	  met,	  and	  indeed	  a	  positive	  relationship	  is	  frequently	  observed	  in	  flower-­‐visitor	  networks	  (Olesen	  and	  Jordano	  2002,	  Carvalheiro	  et	  al.	  2011).	  The	  lack	  of	  response	  from	  pan	  traps	  is	  thus	  surprising,	  and	  does	  not	  support	  the	  notion	  that	  the	  invertebrate	  assemblage	  caught	  with	  pan	  traps	  is	  the	  pollinator	  assemblage.	  However,	  as	  pan	  trap	  capture	  rates	  are	  independent	  of	  floral	  resources,	  they	  are	  ideal	  to	  use	  during	  low,	  and	  potentially	  across	  varying,	  resource	  levels.	  To	  track	  long-­‐term	  changes	  in	  pollinators,	  it	  is	  important	  to	  consider	  the	  numerous	  relatively	  short-­‐term	  natural	  fluctuations	  in	  pollinator	  assemblages	  and	  populations,	  to	  which	  resource	  variation	  contributes	  substantially	  (Roubik	  2001,	  Williams	  et	  al.	  2001,	  Willmer	  2011).	  Net	  sampling	  would	  require	  the	  effects	  of	  local	  resource-­‐driven	  variation	  in	  pollinator	  populations	  to	  be	  taken	  into	  account,	  to	  allow	  comparisons	  across	  spatial	  and	  temporal	  scales.	  However,	  floral	  resources	  should	  be	  considered	  in	  pollination	  studies	  regardless	  of	  the	  sampling	  method,	  as	  the	  flowering	  plant	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assemblages	  and	  populations	  will	  largely	  drive	  the	  geographic	  units	  of	  functional	  relevance	  of	  pollinator	  diversity	  (Mayer	  et	  al.	  2011).	  	  
Pan	  traps	  and	  net	  sampling	  also	  differ	  in	  a	  variety	  of	  qualitative	  aspects	  (Table	  2-­‐3),	  in	  addition	  to	  the	  quantitative	  responses	  discussed	  above,	  such	  as	  how	  each	  method	  contributes	  to	  understanding	  species	  function.	  Unlike	  pan	  traps,	  net	  sampling	  allows	  easy	  collection	  of	  additional	  data	  necessary	  to	  determine	  species	  function,	  for	  example	  visitation	  rate,	  visitor	  behaviour,	  resource	  handling,	  and	  analysis	  of	  visitor	  pollen	  loads	  (Ne'eman	  et	  al.	  2010,	  Popic	  et	  al.	  2013).	  With	  these	  data,	  we	  can	  determine	  the	  two	  main	  components	  of	  pollinator	  effectiveness:	  frequency	  and	  effectiveness	  of	  interactions	  (Pellmyr	  2002).	  Pan	  traps	  offer	  no	  information	  on	  visitation	  or	  pollen-­‐transport,	  but	  despite	  this,	  pan	  traps	  are	  potentially	  useful	  in	  areas	  where	  the	  pollination	  biology	  and	  pollination	  function	  of	  species	  are	  already	  well	  studied	  and	  known.	  Inferring	  function	  needs	  to	  be	  performed	  cautiously,	  however,	  as	  interactions	  are	  not	  functionally	  fixed	  in	  time	  and	  space	  (Herrera	  1988a).	  
I	  found	  the	  total	  effort	  involved	  with	  each	  method	  comparable	  (Table	  2-­‐3),	  contrasting	  previous	  studies	  (Westphal	  et	  al.	  2008,	  Wilson	  et	  al.	  2008).	  Preparation	  for	  net	  sampling	  involved	  sourcing	  field	  equipment	  (nets,	  vials,	  and	  killing	  jars),	  whereas	  for	  pan	  traps,	  involved	  sourcing	  materials	  and	  the	  application	  of	  paint	  onto	  pans,	  which	  was	  a	  considerable	  effort	  as	  many	  pans	  were	  required.	  The	  open,	  low	  vegetation	  at	  the	  study	  sites	  allowed	  pan	  traps	  to	  be	  set	  on	  the	  ground,	  but	  in	  most	  vegetation	  types,	  it	  is	  necessary	  for	  pans	  to	  be	  suspended	  above	  ground	  level	  (Westphal	  et	  al.	  2008),	  adding	  to	  preparation	  time.	  In	  the	  field,	  my	  study	  required	  the	  daily	  removal	  of	  captures	  from	  pan	  traps,	  which	  is	  itself	  no	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quick	  task,	  and	  because	  of	  the	  dry,	  hot	  conditions,	  pan	  traps	  required	  daily	  refilling,	  amounting	  to	  60	  minutes	  each	  day.	  Net	  sampling	  required	  the	  allotted	  catching	  time,	  which	  requires	  more	  time	  in	  the	  field	  than	  setting	  up	  pan	  traps,	  and	  specimens	  also	  needed	  to	  be	  transferred	  into	  transportation	  vials	  at	  the	  end	  of	  each	  day.	  The	  poor	  condition	  of	  pan	  trap	  specimens	  was	  also	  a	  negative	  feature,	  and	  required	  additional	  processing.	  Droege	  (2009)	  has	  outlined	  techniques	  to	  improve	  the	  condition	  of	  wet	  (pan	  trap)	  specimens	  including	  the	  use	  of	  preservatives	  in	  pan	  traps,	  but	  I	  found	  specimens	  that	  were	  originally	  netted	  (dry)	  in	  far	  better	  condition,	  making	  them	  easier	  and	  quicker	  to	  process	  and	  identify,	  and	  more	  desirable	  for	  catalogue.	  Collector	  experience	  is	  an	  important	  component	  of	  the	  suitability	  of	  net	  sampling,	  particularly	  for	  catching	  small	  and/or	  fast-­‐moving	  insects,	  but	  I	  found	  it	  was	  effectively	  managed	  with	  short	  training,	  and	  appropriate	  study	  design,	  for	  example,	  rotating	  collectors	  to	  minimise	  any	  bias,	  and	  collecting	  all	  flower-­‐visitors,	  annulling	  decision	  making	  by	  the	  collector.	  	  
Conclusions	  on	  choosing	  the	  best	  method	  Previous	  investigations	  provide	  useful	  insights	  and	  guidelines	  to	  determine	  and	  design	  the	  most	  appropriate	  method	  to	  sample	  pollinators	  (Roulston	  et	  al.	  2007,	  Westphal	  et	  al.	  2008,	  Grundel	  et	  al.	  2011,	  Nielsen	  et	  al.	  2011).	  When	  choosing	  a	  sampling	  method,	  we	  must	  be	  sure	  pollinator	  species	  are	  being	  sampled.	  Information	  about	  that	  species’	  pollination	  function	  (or	  their	  ecological	  role	  in	  the	  community	  generally),	  is	  therefore	  important,	  and	  will	  be	  valuable	  when	  guiding	  conservation	  and	  restoration	  programs.	  However,	  knowing	  which	  species	  are	  pollinators	  is	  difficult	  to	  determine	  without	  detailed	  investigations,	  and	  functional	  differences	  between	  the	  two	  methods	  are	  therefore	  important.	  I	  base	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my	  evaluation	  of	  pan	  trap	  and	  net	  sampling	  not	  only	  on	  which	  method	  samples	  the	  most	  species	  or	  greatest	  abundance	  of	  bees,	  but	  the	  entire	  pollinator	  assemblage,	  and	  how	  effectively	  the	  sampled	  assemblages	  can	  be	  related	  to	  pollination	  function.	  
Net	  sampling	  was	  superior	  at	  capturing	  greatest	  species	  richness	  and	  abundance,	  but	  this	  depended	  on	  floral	  resource	  levels.	  Other	  studies	  have	  found	  pan	  traps	  more	  effective	  at	  collecting	  the	  species	  richness	  than	  net	  sampling,	  but	  often	  only	  bees	  were	  considered	  and	  differences	  may	  lie	  in	  the	  intensity	  of	  net	  sampling	  (Westphal	  et	  al.	  2008,	  Grundel	  et	  al.	  2011).	  Net	  sampling	  was	  only	  slightly	  more	  time-­‐consuming	  after	  preparation	  and	  specimen	  processing	  (particularly	  of	  wet	  pan	  traps)	  was	  considered.	  Collector	  experience	  and	  bias	  will	  need	  to	  be	  managed,	  but	  this	  can	  be	  done	  effectively	  to	  minimise	  effects.	  The	  key	  and	  important	  difference	  between	  the	  two	  methods	  is	  in	  relation	  to	  pollination	  function	  aspects	  of	  the	  assemblages	  that	  each	  method	  samples.	  I	  found	  the	  methods	  sampled	  different	  assemblages	  even	  when	  the	  two	  methods	  captured	  similar	  species	  richness	  and	  abundance	  during	  low	  floral	  resources,	  and	  the	  information	  supplied	  by	  nets	  to	  be	  an	  important	  and	  necessary	  component	  in	  determining	  species	  function.	  These	  are	  important	  differences	  for	  two	  reasons:	  we	  need	  to	  be	  sure	  we	  are	  sampling	  the	  relevant	  species	  in	  an	  area,	  and	  the	  relationship	  between	  pollinator	  populations	  and	  pollination	  services	  is	  complex	  and	  reductions	  in	  one	  does	  not	  necessarily	  result	  in	  reductions	  in	  the	  other.	  Given	  these	  differences	  in	  functional	  interpretation,	  I	  recommend	  net	  sampling	  as	  the	  preferred	  way	  to	  sample	  invertebrate	  pollinator	  populations	  and	  assemblages.	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Flower-­‐visitor	  networks	  only	  	  
partially	  predict	  the	  function	  of	  	  
pollen	  transport	  by	  bees	  
	  
	  
	  
	  	   Left	  -­‐	  A	  Megachile	  bidentis	  (Megachilidae)	  with	  pollen.	  	  Right	  -­‐	  A	  close	  look	  at	  a	  Lipotriches	  flavoviridis	  (Halictidae).	  	  	  	  A	  version	  of	  this	  chapter	  has	  been	  published	  as	  Popic	  TJ,	  Wardle	  GM	  and	  Davila	  YC.	  2013.	  Flower	  –	  visitor	  networks	  only	  partially	  predict	  the	  function	  of	  pollen	  transport	  by	  bees.	  Austral	  Ecology	  38:76-­‐86.	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Abstract	  
Mutualistic	  networks	  display	  distinct	  structural	  and	  organisational	  features	  such	  as	  nestedness,	  power-­‐law	  degree	  distribution	  and	  asymmetric	  dependencies.	  Attention	  is	  now	  focused	  on	  how	  these	  structural	  properties	  influence	  network	  function.	  Most	  plant-­‐pollinator	  networks	  are	  constructed	  using	  records	  of	  animals	  contacting	  flowers,	  which	  is	  based	  on	  the	  assumption	  that	  all	  visitors	  to	  flowers	  are	  pollinators;	  however,	  animals	  may	  visit	  flowers	  as	  nectar	  robbers,	  florivores,	  or	  to	  prey	  upon	  other	  visitors.	  To	  differentiate	  potential	  pollinator	  interactions	  from	  other	  interaction	  types,	  I	  examined	  individual	  bees	  that	  had	  visited	  flowers	  to	  detect	  if	  they	  carried	  pollen.	  Using	  these	  data,	  I	  constructed	  visitation	  and	  pollen-­‐transport	  networks	  for	  a	  spinifex-­‐dominated	  arid	  zone	  grassland.	  To	  determine	  how	  the	  structure	  of	  the	  visitation	  network	  reflects	  pollen	  transport,	  I	  compared	  the	  two	  networks	  using	  a	  null	  model	  approach	  to	  account	  for	  differences	  in	  network	  size.	  Differences	  in	  number	  of	  species,	  nestedness	  and	  connectance	  observed	  between	  the	  visitation	  and	  pollen-­‐transport	  networks	  were	  within	  expected	  ranges	  generated	  under	  the	  null	  model.	  The	  pollen-­‐transport	  network	  was	  more	  specialised,	  had	  lower	  interaction	  evenness,	  and	  fewer	  links	  compared	  to	  the	  visitation	  network.	  Almost	  half	  the	  number	  of	  species	  of	  the	  visitation	  network	  participated	  in	  the	  pollen-­‐transport	  network,	  and	  one-­‐third	  of	  unique	  visitation	  interactions	  resulted	  in	  pollen	  transport,	  highlighting	  that	  visitation	  does	  not	  always	  result	  in	  pollination.	  Floral	  visitor	  data	  indicate	  potential	  pollen	  transporters,	  but	  inferring	  pollination	  function	  from	  visitation	  networks	  needs	  to	  be	  performed	  cautiously	  as	  pollen	  transport	  resulted	  from	  both	  common	  and	  rare	  interactions,	  and	  depended	  on	  visitor	  identity.	  Although	  visitation	  and	  pollen-­‐
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transport	  networks	  are	  structurally	  similar,	  the	  function	  of	  all	  species	  cannot	  be	  predicted	  from	  the	  visitation	  network	  alone.	  Considering	  pollen-­‐transport	  in	  visitation	  networks	  is	  a	  simple	  first	  step	  towards	  determining	  pollinators	  from	  non-­‐pollinators.	  This	  is	  fundamental	  for	  understanding	  how	  network	  structure	  relates	  to	  network	  function.	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Introduction	  
Pollination	  and	  other	  mutualistic	  interactions	  are	  important	  for	  the	  persistence	  of	  biodiversity	  and	  the	  functioning	  of	  ecosystems	  (Bascompte	  and	  Jordano	  2007).	  Despite	  the	  genuine	  interest	  in	  plant	  species	  with	  a	  single	  pollinator,	  considerable	  evidence	  suggests	  that	  pollination	  is	  a	  generalised	  interaction;	  that	  is,	  most	  plant	  species	  tend	  to	  have	  many	  animal	  pollinator	  species,	  and	  a	  given	  animal	  pollinator	  species	  tends	  to	  pollinate	  many	  plant	  species	  (Waser	  et	  al.	  1996,	  Waser	  2006).	  Consequently,	  species	  within	  a	  plant-­‐pollinator	  assemblage	  interact	  to	  form	  an	  interaction	  network	  (Memmott	  1999),	  and	  the	  interrelationship	  between	  species	  can	  cause	  these	  networks	  to	  display	  structural	  and	  organisational	  features	  such	  as	  nestedness,	  power-­‐law	  degree	  distribution	  and	  asymmetric	  dependencies	  (Vázquez	  et	  al.	  2009a).	  The	  ecological	  functions	  implied	  by	  different	  network	  properties	  have	  ecological	  and	  evolutionary	  significance.	  For	  instance,	  some	  properties	  such	  as	  high	  connectance	  and	  nestedness	  increase	  the	  stability	  of	  mutualistic	  networks	  (Thébault	  and	  Fontaine	  2010).	  A	  nested	  structure	  can	  provide	  a	  buffer	  against	  temporal	  fluctuations	  in	  specialist	  pollinator	  abundance	  or	  secondary	  extinctions	  resulting	  from	  the	  loss	  of	  specialist	  pollinators,	  because	  a	  plant	  species	  can	  be	  pollinated	  by	  other	  more	  generalist	  species	  (Tylianakis	  et	  al.	  2010).	  Increased	  connectance	  may	  lead	  to	  an	  increased	  rate	  or	  stabilisation	  of	  ecosystem	  processes,	  and	  for	  a	  given	  network	  size,	  increases	  generalism	  of	  species	  involved,	  which	  may	  provide	  a	  buffer	  against	  fluctuations	  in	  interacting	  partners	  (Tylianakis	  et	  al.	  2010).	  However,	  evidence	  suggests	  that	  indices	  used	  to	  explore	  and	  describe	  network	  properties	  are	  heavily	  influenced	  by	  the	  size	  and	  connectance	  of	  the	  network,	  as	  opposed	  to	  the	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interrelationship	  between	  species	  (Dormann	  et	  al.	  2009).	  Therefore,	  to	  compare	  the	  structure	  of	  networks	  with	  varying	  size	  requires	  the	  use	  of	  null	  models	  that	  account	  for	  size-­‐related	  differences.	  
Plant-­‐pollinator	  networks	  are	  commonly	  assembled	  by	  observing	  animals	  contact	  floral	  reproductive	  structures	  (Memmott	  1999,	  Dupont	  et	  al.	  2003,	  Forup	  et	  al.	  2008,	  Thébault	  and	  Fontaine	  2008)	  regardless	  of	  whether	  the	  animal	  is,	  for	  instance,	  collecting	  nectar	  or	  pollen,	  or	  preying	  upon	  on	  other	  floral	  visitors.	  As	  visitation	  does	  not	  always	  equal	  pollination	  (Ne'eman	  et	  al.	  2010),	  simply	  using	  records	  of	  floral	  visitors	  to	  construct	  plant-­‐pollinator	  networks	  also	  includes	  interactions	  with	  variable	  effects	  on	  plant	  fitness	  (Alarcón	  2010).	  For	  pollination	  to	  occur,	  a	  visitor	  needs	  to	  pick	  up	  viable	  compatible	  pollen	  from	  a	  flower,	  travel	  to	  a	  conspecific	  plant,	  and	  deposit	  it	  on	  a	  receptive	  stigma	  (Pellmyr	  2002).	  Pollinator	  performance	  depends	  on	  two	  key	  components:	  frequency	  and	  effectiveness	  of	  flower	  visits.	  Whilst	  a	  quantitative	  flower-­‐visitor	  network	  is	  useful	  to	  determine	  interaction	  frequency	  between	  two	  species,	  it	  is	  not	  a	  reliable	  way	  to	  determine	  effectiveness,	  as	  less	  frequent	  but	  morphologically	  or	  behaviourally	  matched	  visitors	  can	  service	  plants	  better	  (Mayfield	  et	  al.	  2001).	  Determining	  pollination	  effectiveness	  of	  flower	  visits,	  therefore,	  requires	  detailed	  study	  and	  depends	  on	  rates	  of	  both	  pollen	  pickup	  for	  male	  function,	  and	  deposition	  for	  female	  function	  (Ne'eman	  et	  al.	  2010).	  Analysing	  pollen	  loads	  carried	  by	  individual	  visitors	  addresses	  one	  component	  of	  pollinator	  effectiveness,	  and	  gives	  a	  good	  indication	  of	  probable	  pollinators	  of	  a	  given	  plant	  species	  (Jacobs	  et	  al.	  2010).	  Visitor	  observations	  and	  stigma	  check	  provide	  evidence	  for	  pollen	  deposition	  (Pellmyr	  2002).	  Plants	  that	  are	  actually	  linked	  by	  pollination	  have	  potentially	  different	  interactions	  to	  plants	  linked	  by	  visitation;	  i.e.	  competing	  for	  pollinators,	  losing	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pollen	  to	  different	  species,	  stigma	  clogging,	  pollination	  facilitation	  (Waser	  1978,	  Sargent	  and	  Ackerly	  2008).	  Knowing	  how	  pollen	  is	  moved	  within	  the	  network	  is	  thus	  important	  in	  determining	  how	  different	  plant	  species	  within	  a	  community	  interact,	  and	  how	  the	  plant-­‐pollinator	  communities	  are	  structured.	  
Globally,	  bees	  are	  considered	  the	  most	  important	  pollinators,	  despite	  pollinating	  only	  16.6%	  of	  plants	  (Buchmann	  and	  Nabhan	  1996),	  due	  to	  their	  efficient	  pollination	  and	  close	  relationship	  with	  flowers.	  This	  is	  because	  they	  rely	  heavily	  on	  floral	  nectar	  and	  pollen	  as	  food,	  and	  have	  evolved	  morphologies	  to	  efficiently	  extract	  and	  carry	  floral	  resources,	  such	  as	  tongues	  and	  scopa	  (Michener	  2007).	  Bee	  species	  vary	  in	  morphology	  and	  behaviour;	  this	  affects	  which	  species	  interacts	  with	  which	  plant.	  Bees	  with	  longer	  proboscides	  (tongues)	  are	  able	  to	  probe	  deep	  flowers	  whereas	  short	  tongued	  bees	  cannot	  (Michener	  2007).	  Bees	  that	  are	  hairy	  are	  more	  likely	  to	  externally	  carry	  pollen,	  potentially	  making	  them	  better	  pollinators	  than	  hairless	  or	  pollen-­‐consuming	  bees.	  Some	  large	  bees,	  especially	  Bombus	  (Apidae)	  and	  Xylocopa	  (Apidae),	  extract	  the	  nectar	  by	  cutting	  open	  the	  sides	  of	  tubular	  flowers	  (Michener	  2007),	  thereby	  avoiding	  floral	  reproductive	  structures.	  These	  characters	  often	  vary	  between	  families	  and	  genera	  (Michener	  2007),	  so	  we	  can	  expect	  differences	  in	  rates	  of	  pollen	  transport	  and	  pollinator	  effectiveness	  between	  families	  and	  genera.	  Other	  factors	  that	  affect	  pollinator	  effectiveness	  include	  visitation	  pattern,	  pollen	  carryover	  between	  visits,	  pollen	  handling,	  which	  floral	  resource(s)	  visitors	  collect,	  along	  with	  various	  aspects	  of	  floral	  structure	  (Pellmyr	  2002,	  Michener	  2007).	  Such	  characteristics	  influence	  the	  way	  bees	  interact	  with	  flowers;	  in	  terms	  of	  what	  flowers	  they	  are	  likely	  to	  visit,	  their	  pollen	  transporting	  capabilities	  and	  consequently	  their	  potential	  as	  a	  pollinator.	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The	  aim	  of	  this	  study	  was	  to	  compare	  the	  characteristics	  and	  structure	  of	  quantitative	  floral-­‐bee	  visitor	  and	  bee-­‐pollen	  transport	  networks.	  Specifically,	  I	  aimed	  to	  answer	  the	  following	  questions:	  1)	  How	  does	  the	  structure	  of	  a	  visitation	  network	  compare	  to	  the	  pollen-­‐transport	  network?	  2)	  How	  well	  does	  a	  visitation	  network	  reflect	  pollen	  transport?	  Such	  questions	  are	  not	  straight	  forward	  to	  answer	  and	  some	  methodological	  issues	  need	  to	  be	  considered.	  Pollen-­‐transport	  networks	  can	  be	  constructed	  in	  different	  ways,	  and	  unlike	  visitation	  networks,	  no	  standard	  method	  yet	  exists	  and	  depends	  on	  the	  questions	  being	  asked.	  Insects	  which	  are	  sampled	  for	  pollen	  can	  either	  be	  caught	  with	  traps	  (Bosch	  et	  al.	  2009,	  Devoto	  et	  al.	  2011)	  or	  from	  flower	  visitation	  interactions	  (Alarcón	  2010,	  Olesen	  et	  al.	  2011).	  Pollen	  data	  can	  be	  used	  as	  presence/absence	  of	  pollen	  movement	  to	  create	  more	  complete	  visitation	  networks	  (Bosch	  et	  al.	  2009,	  Olesen	  et	  al.	  2011),	  whilst	  pollination	  function	  has	  been	  estimated	  using	  the	  absolute	  number	  of	  pollen	  grains	  on	  an	  insect	  (Lopezaraiza-­‐Mikel	  et	  al.	  2007,	  Forup	  et	  al.	  2008,	  Devoto	  et	  al.	  2011)	  and	  in	  combination	  with	  visitation	  rates	  (Alarcón	  2010).	  Once	  the	  pollen-­‐transport	  network	  is	  constructed,	  networks	  need	  to	  be	  compared	  in	  a	  way	  that	  accounts	  for	  network	  size	  related	  differences.	  To	  address	  my	  aims,	  I	  constructed	  a	  visitation	  network	  by	  observing	  visitation	  interactions	  between	  flowers	  and	  bee	  visitors.	  I	  sampled	  pollen	  from	  the	  bodies	  of	  such	  bees,	  and	  in	  combination	  with	  visitation	  rates,	  constructed	  a	  pollen-­‐transport	  network	  in	  an	  effort	  to	  capture	  pollinator	  performance	  as	  much	  as	  possible.	  To	  compare	  the	  visitation	  and	  pollen-­‐transport	  networks,	  I	  used	  a	  null	  model	  approach	  that	  controlled	  for	  size	  related	  differences.	  The	  advantage	  of	  my	  approach	  beyond	  the	  ease	  of	  quantitative	  comparisons	  of	  networks	  is	  that	  second-­‐order	  indices	  can	  be	  generated	  to,	  for	  example,	  compare	  levels	  of	  specialisation.	  The	  findings	  presented	  here	  are	  part	  of	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larger	  body	  of	  work	  that	  include	  observations	  and	  collections	  of	  all	  floral	  visitors,	  and	  not	  only	  bee	  species.	  Although	  it	  is	  not	  ideal	  that	  these	  data	  should	  be	  taxonomically	  split,	  given	  practical	  constraints,	  pollen	  transport	  data	  could	  only	  be	  obtained	  for	  bee	  species,	  and	  I	  am	  confident	  that	  a	  higher	  proportion	  of	  these	  species	  in	  the	  network	  are	  likely	  to	  be	  performing	  pollination	  compared	  to	  other	  taxonomic	  groups.	  Indeed,	  bees	  are	  considered	  the	  most	  important	  pollinators	  (Buchmann	  and	  Nabhan	  1996)	  and	  a	  previous	  study	  found	  bees	  to	  transport	  the	  majority	  of	  pollen	  in	  pollen-­‐transport	  networks	  (Alarcón	  2010).	  	  
Methods	  
Study	  system	  The	  study	  was	  conducted	  in	  the	  north-­‐eastern	  Simpson	  Desert,	  south-­‐western	  Queensland,	  Australia,	  on	  two	  nature	  reserves,	  Cravens	  Peak	  and	  Ethabuka	  which	  were	  formerly	  cattle	  stations,	  and	  Carlo	  cattle	  station	  (23o45’	  S,	  138o28’	  E).	  The	  dominant	  landforms	  are	  long	  parallel	  sand	  dunes,	  8-­‐10	  m	  in	  height,	  divided	  by	  interdune	  valleys	  (swales).	  The	  hummock	  grass,	  Triodia	  basedowii	  (Poaceae;	  spinifex)	  is	  dominant	  across	  the	  dunes	  but	  less	  so	  on	  dune	  crests	  where	  scattered	  Grevillea	  stenobotrya	  (Proteaceae),	  and	  other	  shrub	  species	  (e.g.	  several	  
Acacia	  and	  many	  in	  the	  Fabaceae),	  are	  common	  along	  with	  a	  suite	  of	  ephemeral	  forbs	  and	  herbs	  that	  appear	  after	  rain.	  Acacia	  georginae	  (Mimosaceae)	  forms	  patchy	  low	  open	  woodlands	  on	  the	  clay	  soils	  in	  the	  swales	  along	  with	  chenopods.	  The	  biota	  is	  diverse;	  over	  150	  plant	  species,	  seven	  native	  small	  mammal	  species,	  42	  reptile	  species	  and	  an	  unknown	  number	  of	  invertebrate	  species	  exist	  in	  the	  area	  (unpublished	  data	  Desert	  Ecology	  Research	  Group,	  The	  University	  of	  Sydney)	  and	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the	  study	  sites	  lack	  weedy	  plants.	  This	  is	  the	  first	  quantitative	  survey	  of	  flying	  invertebrates	  for	  this	  vast	  dune	  system	  and,	  notably,	  the	  introduced	  honeybee	  Apis	  
mellifera	  (Apidae),	  is	  absent	  (pers.	  obs.	  T.	  Popic).	  
The	  Simpson	  Desert	  is	  classified	  as	  a	  hot,	  dry	  desert	  with	  highly	  variable	  rainfall	  by	  world	  standards.	  Large,	  unpredictable	  rain	  events	  structure	  the	  environment	  and	  sustain	  unexpectedly	  high	  levels	  of	  biomass,	  creating	  relatively	  short	  ‘boom’	  periods,	  immediately	  followed	  by	  relatively	  long	  ‘bust’	  periods	  (Morton	  et	  al.	  2011).	  The	  study	  sites	  experienced	  a	  widespread	  rain	  event	  of	  300	  mm	  in	  January	  2007,	  stimulating	  mass	  flowering	  (‘boom’)	  during	  the	  study	  period	  in	  2007.	  This	  was	  followed	  by	  an	  abrupt	  return	  to	  ‘bust’	  conditions	  by	  December	  2007	  with	  relatively	  low	  levels	  of	  flowering.	  
Flower-­‐visitor	  interaction	  sampling	  
Sampling occurred over three periods in 2007 (28 June to 5 July, 9 to 23 
September and 3 to 13 November) that spanned the post-rain flowering period. To 
ensure the maximum diversity of interactions was recorded for the area, six sites within 
the study area were sampled. One site was sampled during all three sampling periods 
(MC: 23o45’ S, 138o28’ E) and another five sites were sampled during the following 
periods (CS: 23o29’ S, 138o30’ E, September and November; KSE: 23o21’ S, 138o15’ 
E, September and November; KSW: 23o20’ S, 138o13’ E, September and November; 
FR: 23o47’ S, 138o03’ E, June and September; BB: 23o21’ S, 138o30’ E, September). 
All sites were spinifex dominated dune fields and all were floristically similar. Under 
ideal conditions, each period and location would be treated as a separate network. 
However, low capture rates meant that separating data by time and place would result in 
small networks which introduces its own bias (Dormann et al. 2009). For my aim, 
Chapter	  3:	  Pollen-­‐transport	  in	  flower-­‐visitor	  networks	  
	  74	  
pooling data is unlikely to bias the comparison of networks, as the effect on the 
visitation and pollen-transport networks would be similar, and because the bee 
specimens were collected from all sites and during all periods. 
Visitation	  interactions	  were	  sampled	  by	  observing	  and	  collecting	  bees	  visiting	  flowers.	  A	  visitation	  was	  defined	  as	  any	  physical	  contact	  between	  the	  insect	  and	  a	  flower,	  and	  no	  a	  priori	  decisions	  were	  made	  about	  probable	  pollinators.	  To	  ensure	  an	  adequate	  sample	  of	  bee	  visitors	  was	  obtained,	  a	  stratified	  approach	  was	  used	  to	  select	  areas	  to	  sample:	  groups	  of	  plants	  within	  a	  one-­‐metre	  square,	  or	  individual	  plants,	  with	  abundant	  flowering	  and	  additional	  samples	  were	  collected	  using	  transects	  in	  areas	  of	  sparse	  flowering.	  I	  used	  this	  combination	  of	  sampling	  methods	  in	  a	  stratified	  way	  to	  overcome	  the	  shortfalls	  and	  biases	  associated	  with	  each	  method	  (Gibson	  et	  al.	  2011).	  In	  an	  effort	  to	  obtain	  a	  complete	  record	  of	  interactions,	  the	  more	  abundantly	  flowering	  plant	  species	  were	  sampled	  until	  no	  new	  species	  were	  encountered.	  Effort	  was	  made	  to	  catch	  all	  visitors,	  and	  sampling	  included	  plants	  from	  each	  species.	  Observations	  were	  made	  for	  10	  minute	  periods	  and	  any	  invertebrate	  floral	  visitors	  were	  caught	  using	  nets	  and	  plastic	  containers,	  and	  transferred	  into	  five	  millilitre	  vials	  for	  transportation.	  The	  containers	  used	  for	  catching	  were	  cleaned	  before	  reuse	  to	  minimise	  pollen	  contamination.	  	  A	  total	  of	  156.5	  hours	  was	  spent	  observing	  flower-­‐visitor	  interactions	  (mean	  observation	  time	  per	  plant	  species	  2.52	  ±	  0.29	  hours)	  on	  62	  plant	  species	  during	  which	  298	  bee	  specimens	  were	  caught.	  
Bees	  were	  identified	  by	  taxonomist	  Michael	  Batley	  at	  the	  Australia	  Museum,	  Sydney.	  Plant	  species	  identifications	  were	  checked	  with	  a	  reference	  set	  for	  the	  study	  sites	  and	  vouchers	  specimens	  collected.	  Nomenclature	  follows	  Alexander	  (2005)	  and	  Urban	  (2001).	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Pollen	  transport	  All	  individual	  bees	  were	  viewed	  under	  the	  dissecting	  microscope	  to	  determine	  if	  pollen	  was	  present.	  If	  an	  individual	  bee	  carried	  pollen,	  it	  was	  dabbed	  repeatedly	  with	  a	  2	  mm3	  cube	  of	  fuchsin	  gel	  (Kearns	  and	  Inouye	  1993)	  to	  remove	  as	  much	  pollen	  as	  possible	  and	  to	  facilitate	  identification	  of	  the	  pollen	  to	  plant	  species.	  The	  cube	  was	  placed	  on	  a	  clean	  microscope	  slide,	  melted,	  and	  then	  covered	  with	  a	  microscope	  cover	  slip.	  Removing	  pollen	  from	  corbiculae	  (pollen	  baskets)	  was	  avoided,	  because	  pollen	  within	  corbiculae	  is	  unlikely	  to	  be	  deposited	  on	  stigmas,	  making	  it	  unavailable	  for	  pollination	  (Horskins	  and	  Turner	  1999).	  This	  is	  likely	  to	  affect	  the	  structure	  of	  the	  pollen-­‐transport	  network	  and	  the	  comparison	  of	  the	  two	  networks,	  depending	  on	  the	  frequency	  of	  species	  with	  corbiculae	  in	  the	  system,	  but	  is	  necessary	  to	  determine	  differences	  between	  visitation	  and	  pollination	  networks.	  The	  forceps	  and	  scalpel	  used	  were	  cleaned	  with	  a	  damp	  cloth	  after	  each	  insect	  to	  avoid	  cross	  contamination.	  Pollen	  grains	  on	  each	  slide	  were	  identified	  to	  species	  and	  counted	  using	  a	  pollen	  reference	  set	  compiled	  from	  the	  flowering	  plants	  collected	  in	  the	  study	  area.	  The	  pollen	  derived	  from	  a	  few	  closely	  related	  plant	  species	  could	  not	  be	  differentiated,	  and	  were	  grouped.	  Scaveola	  
depauperata	  (Goodeniaceae),	  S.	  parvibarbata	  and	  S.	  parviflora	  were	  grouped,	  and	  
Grevillea	  juncifolia,	  G.	  stenobotyra,	  G.	  striata	  and	  Hakea	  eyreana	  (Proteaceae)	  were	  grouped.	  Six	  pollen	  types	  out	  of	  a	  total	  of	  34	  found	  on	  the	  bees	  could	  not	  be	  matched	  to	  any	  pollen	  in	  the	  reference	  set.	  In	  total,	  298	  bee	  specimens	  representing	  21	  bee	  species	  were	  examined	  for	  pollen,	  of	  which	  82	  carried	  pollen.	  A	  total	  of	  34	  855	  pollen	  grains	  were	  found	  and	  identified.	  The	  variance	  in	  number	  of	  pollen	  grains	  per	  specimen	  within	  a	  species	  was	  typically	  between	  25	  and	  140	  grains.	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Network	  construction	  and	  analysis	  Observed	  flower-­‐visitor	  interactions	  were	  used	  to	  create	  a	  quantitative	  visitation	  network	  in	  the	  form	  of	  a	  matrix	  (Memmott	  1999).	  In	  this	  matrix,	  individual	  plant	  species	  ‘p’	  occupied	  columns	  and	  bee	  species	  ‘a’	  occupied	  rows.	  The	  cell	  where	  these	  intersect	  indicate	  the	  number	  of	  times	  individual	  bees	  from	  species	  ‘a’	  were	  observed	  on	  flowers	  of	  plant	  species	  ‘p’.	  The	  structure	  of	  interaction	  matrices	  can	  be	  modular,	  nested	  or	  random	  (Fig.	  3-­‐1a,	  b,	  c).	  For	  the	  typical	  nested	  visitation	  network	  (Fig.	  3-­‐1b)	  I	  want	  to	  determine	  whether	  the	  corresponding	  pollen	  transport	  network	  is	  similarly	  structured	  (Fig.	  3-­‐1d)	  and	  to	  identify	  if	  some	  visits	  do	  not	  result	  in	  pollen	  transport	  and	  if	  any	  new	  interactions	  can	  be	  uncovered	  (Fig.	  3-­‐1e).	  The	  pollen-­‐transport	  network	  was	  constructed	  by	  first	  determining	  the	  mean	  number	  of	  pollen	  grains	  of	  a	  given	  plant	  species	  on	  individuals	  of	  a	  given	  bee	  species.	  This	  number	  was	  then	  multiplied	  by	  the	  number	  of	  visits	  between	  species	  ‘a’	  and	  ‘p’	  as	  seen	  in	  the	  visitation	  network	  to	  give	  an	  indication	  of	  pollinator	  performance.	  Instances	  where	  individual	  bees	  carried	  pollen	  of	  a	  plant	  species	  it	  was	  not	  observed	  to	  visit	  were	  taken	  into	  account	  and	  recorded	  as	  one	  visit	  when	  the	  pollen-­‐transport	  network	  was	  being	  constructed;	  i.e.	  the	  number	  of	  ‘visits’	  used	  to	  determine	  the	  total	  amount	  of	  pollen	  transported	  included	  those	  that	  must	  have	  happened	  but	  were	  not	  observed.	  The	  pollen-­‐transport	  network	  therefore	  represents	  the	  total	  amount	  of	  pollen	  of	  plant	  species	  ‘p’	  moved	  by	  animal	  species	  ‘a’.	  This	  method	  follows	  those	  of	  Alarcón	  (2010).	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Fig.	  3-­‐1.	  Interactions	  between	  animal	  and	  plant	  species	  can	  be	  depicted	  as	  matrices,	  where	  an	  animal	  species	  occupies	  a	  row	  and	  a	  plant	  species	  occupies	  a	  column,	  and	  an	  interaction	  between	  the	  two	  is	  denoted	  by	  a	  square.	  The	  structure	  of	  visitation	  matrices	  can	  follow	  certain	  patterns	  such	  as	  modular	  (a),	  nested	  (b),	  and	  random	  (c).	  Given	  a	  certain	  structure	  of	  the	  visitation	  network	  (b),	  the	  pollen-­‐transport	  network	  can	  be	  similarly	  structured	  (d)	  or	  different	  (e),	  and	  new	  interactions	  can	  be	  uncovered	  (black	  squares).	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Network	  indices	  (e.g.	  connectance	  and	  nestedness,	  see	  below	  for	  definitions)	  are	  affected	  by	  network	  size	  (Dormann	  et	  al.	  2009),	  so	  to	  account	  for	  size	  differences	  between	  the	  visitation	  and	  pollen-­‐transport	  networks,	  a	  null	  model	  was	  used	  to	  generate	  null	  pollen-­‐transport	  networks	  to	  compare	  with	  the	  observed	  pollen-­‐transport	  network.	  This	  allowed	  us	  to	  determine	  whether	  the	  structure	  of	  the	  observed	  networks	  differed	  beyond	  what	  would	  be	  expected	  due	  to	  network	  size	  differences.	  To	  generate	  null	  pollen-­‐transport	  networks,	  interactions	  from	  the	  visitation	  network	  were	  sampled	  at	  rates	  defined	  in	  a	  probability	  matrix	  based	  on	  the	  frequency	  of	  interaction	  of	  plants	  and	  visitors	  in	  the	  visitation	  network.	  The	  number	  of	  interactions	  sampled	  from	  the	  visitation	  network	  was	  equal	  to	  the	  number	  of	  interactions	  observed	  in	  the	  pollen-­‐transport	  network.	  Pollen	  was	  then	  allocated	  to	  each	  interaction	  in	  the	  null	  network	  at	  a	  rate	  equal	  to	  the	  mean	  amount	  of	  pollen	  carried	  per	  visitor	  in	  the	  pollen-­‐transport	  network,	  so	  that	  the	  total	  number	  of	  pollen	  grains	  in	  each	  null	  network	  equaled	  the	  number	  of	  pollen	  in	  the	  observed	  pollen-­‐transport	  network.	  One	  thousand	  null	  networks	  were	  generated.	  
The	  visitation,	  pollen-­‐transport	  and	  null	  networks	  were	  analysed	  and	  compared	  using	  a	  variety	  of	  first	  and	  second-­‐order	  indices.	  For	  each	  network,	  the	  number	  of	  plant	  ‘p’	  and	  bee	  species	  ‘a’,	  the	  total	  number	  of	  unique	  interactions	  (links),	  the	  total	  number	  of	  flower	  visits,	  and	  the	  mean	  number	  of	  links	  per	  plant	  and	  bee	  species	  were	  calculated.	  Second	  order	  indices	  based	  on	  quantitative	  data	  calculated	  were	  connectance	  and	  nestedness.	  Connectance	  is	  the	  realised	  proportion	  of	  possible	  links	  (total	  number	  of	  links	  /	  network	  size,	  or	  ap)	  (Jordano	  1987)	  and	  nestedness	  measures	  the	  departure	  from	  the	  arrangement	  of	  interactions	  where	  specialists	  interact	  with	  species	  that	  form	  a	  perfect	  subset	  of	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species	  with	  which	  generalists	  interact,where	  a	  value	  of	  1	  equals	  perfect	  nestedness,	  0	  equals	  the	  opposite	  of	  nestedness	  of	  which	  there	  are	  several	  distinct	  patterns	  (Almeida-­‐Neto	  et	  al.	  2007),	  and	  randomness	  falls	  somewhere	  in	  between.	  
Second	  order	  indices	  calculated	  based	  on	  quantitative	  data	  were	  H2’,	  vulnerability,	  evenness	  and	  the	  species	  level	  d’	  index.	  H2’	  is	  a	  network	  level	  measure	  that	  describes	  the	  degree	  of	  specialisation	  based	  on	  the	  deviation	  of	  a	  species’	  realised	  number	  of	  interactions	  from	  those	  that	  would	  be	  expected	  given	  the	  species’	  total	  number	  of	  interactions	  (Blüthgen	  et	  al.	  2006).	  The	  index	  ranges	  from	  0	  (no	  specialisation)	  to	  1	  (perfect	  specialisation).	  Vulnerability	  represents	  the	  weighted-­‐mean	  number	  of	  visitor	  species	  per	  plant	  species	  (Dormann	  et	  al.	  2009).	  Increasing	  vulnerability	  values	  indicate	  plant	  species	  are	  being	  visited	  or	  having	  their	  pollen	  transported	  by	  an	  increasingly	  diverse	  set	  of	  bee	  species.	  Evenness,	  following	  Tylianakis	  et	  al.	  (2007),	  is	  based	  on	  Shannon’s	  index	  and	  is	  a	  measure	  of	  the	  skewness	  in	  the	  distribution	  of	  interaction	  frequencies	  (Vázquez	  et	  al.	  2009b).	  The	  d’	  specialisation	  index	  describes	  the	  degree	  of	  interaction	  specialisation	  at	  the	  species	  level	  (Blüthgen	  et	  al.	  2006),	  and	  is	  derived	  from	  the	  Kulback-­‐Leibler	  distance	  (Dormann	  et	  al.	  2009).	  It	  ranges	  from	  0	  (no	  specialisation)	  to	  1	  (perfect	  specialisation).	  
To	  determine	  if	  any	  differences	  between	  the	  two	  networks	  could	  be	  simply	  a	  result	  of	  an	  artefact	  of	  small	  sample	  size;	  whereby	  the	  lack	  of	  detection	  of	  pollen	  on	  a	  bee	  would	  necessarily	  result	  to	  a	  smaller	  network,	  the	  comparison	  between	  the	  visitation	  and	  pollen	  transport	  networks	  was	  re-­‐run	  on	  networks	  where	  species	  represented	  by	  a	  single	  individual	  were	  removed.	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Network	  analyses	  were	  performed	  using	  the	  Bipartite	  (Dormann	  et	  al.	  2008)	  and	  Ecolnet	  (supplied	  by	  D.	  Vázquez)	  	  packages	  and	  code	  written	  and	  implemented	  in	  the	  R	  statistical	  package	  (ver.	  2.11.1,	  R	  Development	  Core	  Team	  2010).	  The	  number	  of	  links	  and	  d’	  specialisation	  index	  of	  bee	  and	  plant	  species	  of	  the	  visitation	  and	  pollen-­‐transport	  networks	  were	  compared	  using	  Wilcoxon	  sign-­‐ranked	  tests.	  Only	  those	  species	  present	  in	  both	  networks	  were	  used	  in	  the	  comparison.	  The	  number	  of	  species	  in	  each	  bee	  family	  was	  compared	  between	  the	  visitation	  and	  pollen-­‐transport	  networks	  using	  a	  chi-­‐square	  test.	  
The	  flower-­‐visitor	  data	  were	  also	  used	  to	  draw	  a	  quantitative	  visitation	  network	  (Memmott	  1999)	  in	  MS	  Excel	  (2007).	  In	  this	  network,	  the	  abundances	  of	  both	  plant	  and	  bee	  species	  are	  shown	  visually,	  as	  are	  the	  abundances	  of	  interactions	  (visits)	  between	  a	  plant	  and	  bee	  species.	  To	  visually	  compare	  the	  plant-­‐bee	  visitation	  and	  pollen	  transport	  networks,	  a	  matrix	  displaying	  both	  types	  of	  interactions	  (visitation	  and	  pollen-­‐transport)	  was	  constructed.	  
Results	  
Question	  1.	  How	  does	  the	  structure	  of	  the	  flower-­‐visitor	  network	  compare	  to	  the	  
pollen-­‐transport	  network?	  	  The	  visitation	  network	  comprised	  50	  native	  bee	  species	  and	  52	  native	  plant	  species,	  interacting	  to	  form	  a	  total	  of	  168	  links	  based	  on	  676	  interactions	  (Table	  3-­‐1).	  There	  were	  fewer	  bee	  species,	  plant	  species	  and	  interactions	  in	  the	  pollen-­‐transport	  network	  compared	  to	  the	  visitation	  network	  (Table	  3-­‐1,	  Fig.	  3-­‐2),	  with	  only	  38%	  of	  visitation	  links	  resulting	  in	  pollen	  transport.	  The	  pollen-­‐transport	  network	  comprised	  21	  bee	  species	  and	  29	  plant	  species,	  creating	  64	  links	  based	  on	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103	  pollen	  transport	  interactions.	  Therefore,	  visitation	  did	  not	  always	  result	  in	  pollen	  transport.	  There	  was	  no	  statistical	  difference	  in	  the	  number	  of	  species	  in	  the	  observed	  pollen-­‐transport	  network	  and	  the	  corresponding	  null-­‐model	  of	  the	  pollen-­‐transport	  network	  (Table	  3-­‐1)	  that	  controlled	  for	  the	  number	  of	  interactions.	  However,	  the	  number	  of	  links	  in	  the	  observed	  pollen-­‐transport	  network	  was	  statistically	  different	  from	  the	  corresponding	  null	  model	  (Table	  3-­‐1)	  suggesting	  structural	  difference	  between	  the	  observed	  networks	  beyond	  that	  related	  to	  size.	  Eleven	  links	  that	  were	  observed	  in	  the	  pollen-­‐transport	  network	  were	  not	  observed	  in	  the	  visitation	  network.	  	  
Table	  3-­‐1.	  Characteristics	  of	  the	  visitation,	  pollen-­‐transport,	  and	  null	  pollen-­‐transport	  networks	  ±	  95%	  CI.	  
	   Visitation	  network	  
Pollen-­‐transport	  network	  	   Null	  model	  Observed	   Mean	   (95%	  CI)	  Plant	  species	   52	   29	   28.72	   (24.00–34.00)	  Bee	  species	   50	   21	   20.57	   (16.00–26.00)	  Links	   168	   64	   79.02	   (70.00–87.00)	  Visits	   676	   103	   103	   	  	   	   	   	   	  Connectance	   0.065	   0.105	   0.136	   (0.104–0.179)	  Nestedness	   0.948	   0.873	   0.883	   (0.820–0.926)	  H2'	   0.493	   0.822	   0.477	   (0.405–0.544)	  Vulnerability	   3.603	   1.583	   4.334	   (3.602–5.170)	  Evenness	   0.860	   0.746	   0.976	   (0.963–0.986)	  	   	   	   	   	  Mean	  links	  per	  bee	  species	   3.36	  ±	  1.37	   3.05	  ±	  1.59	   3.92	   (3.17-­‐5.00)	  Mean	  links	  per	  plant	  species	   3.23	  ±	  0.66	   2.21	  ±	  0.46	   2.77	   (2.36-­‐3.22)	  Mean	  bee	  specialisation	  index	  d'	   0.51	  ±	  0.05	   0.73	  ±	  0.09	   0.55	   (0.47-­‐0.62)	  Mean	  plant	  specialisation	  index	  d'	   0.40	  ±	  0.07	   0.53	  ±	  0.10	   0.44	   (0.37-­‐0.51)	  	  
The	  pollen-­‐transport	  network	  was	  slightly	  more	  connected	  than	  the	  visitation	  network	  (connectance	  0.105	  and	  0.064	  respectively;	  Table	  3-­‐1).	  Both	  networks	  were	  nested,	  with	  the	  visitation	  network	  being	  slightly	  more	  nested	  than	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the	  pollen-­‐transport	  network	  (0.948	  and	  0.873	  respectively;	  Table	  3-­‐1).	  However,	  the	  null	  model	  suggests	  these	  differences	  are	  network-­‐size	  dependent	  as	  observed	  values	  of	  the	  pollen-­‐transport	  network	  fell	  within	  the	  confidence	  intervals	  of	  the	  null	  networks	  (Table	  3-­‐1).	  
	  
Fig.	  3-­‐2.	  Interaction	  matrix	  showing	  visitation	  interactions	  and	  pollen	  transport	  interactions.	  Each	  plant	  species	  occupies	  a	  column,	  and	  each	  bee	  species	  occupies	  a	  row.	  Where	  these	  intersect,	  a	  black	  square	  represents	  both	  pollen	  transport	  and	  a	  visitation	  interaction,	  a	  grey	  square	  represents	  a	  visitation	  interaction	  but	  no	  pollen	  transport,	  an	  empty	  square	  represents	  pollen	  transport	  and	  no	  observed	  visitation,	  and	  a	  cross	  represents	  pollen	  transfer	  of	  an	  unknown	  plant	  species.	  Species	  are	  organised	  in	  decreasing	  linkage	  level	  from	  top	  to	  bottom	  and	  left	  to	  right.	  
Fa
ba
ce
ae
Go
od
en
ia
ce
ae
Po
rt
ul
ac
ac
ea
e
Pr
ot
ea
ce
ae
Ca
m
pa
nu
la
ce
ae
La
m
ia
ce
ae
Eu
ph
or
bi
ac
ea
e
Fa
ba
ce
ae
As
te
ra
ce
ae
Bo
ra
gi
na
ce
ae
Go
od
en
ia
ce
ae
Go
od
en
ia
ce
ae
Fa
ba
ce
ae
M
al
va
ce
ae
Go
od
en
ia
ce
ae
Am
ar
an
th
ac
ea
e
Zy
go
ph
yl
la
ce
ae
Fa
ba
ce
ae
M
al
va
ce
ae
Fa
ba
ce
ae
Ar
al
ia
ce
ae
Bo
ra
gi
na
ce
ae
Sc
ro
ph
ul
ar
ia
ce
ae
Go
od
en
ia
ce
ae
Fa
ba
ce
ae
M
yr
ta
ce
ae
Fa
ba
ce
ae
Zy
go
ph
yl
la
ce
ae
La
m
ia
ce
ae
Fa
ba
ce
ae
M
al
va
ce
ae
Ai
zo
ac
ea
e
As
te
ra
ce
ae
As
te
ra
ce
ae
M
yr
ta
ce
ae
Am
ar
an
th
ac
ea
e
As
te
ra
ce
ae
As
te
ra
ce
ae
Fa
ba
ce
ae
M
al
va
ce
ae
Sc
ro
ph
ul
ar
ia
ce
ae
Am
ar
an
th
ac
ea
e
St
yl
id
ia
ce
ae
Fa
ba
ce
ae
As
te
ra
ce
ae
Br
un
on
ia
ce
ae
Fa
ba
ce
ae
Fa
ba
ce
ae
Te
ph
ro
sia
*ro
se
a
Sc
ae
vo
la
*sp
p.
*g
rp
Ca
la
nd
rin
ia
*b
al
on
en
sis
Gr
ev
ill
ea
*sp
p.
*g
rp
W
ah
le
nb
er
gi
a*
gr
ac
ili
s
Ne
w
ca
st
el
ia
*sp
od
io
tr
ic
ha
Eu
ph
or
bi
a*
dr
um
m
on
di
i
Cr
ot
al
ar
ia
*cu
nn
in
gh
am
ii
Ca
lo
tis
*e
rin
ac
ea
Tr
ic
ho
de
sm
a*
ze
yl
an
ic
um
Go
od
en
ia
*cy
cl
op
te
ra
Go
od
en
ia
ce
ae
*sp
.*1
Se
nn
a*
pl
eu
ro
ca
rp
a
Si
da
*fi
bu
lif
er
a
Le
ch
en
au
lti
a*
di
va
ric
at
a
Pt
ilo
tu
s*l
at
ifo
liu
s
Tr
ib
ul
us
*h
ist
rix
Cr
ot
al
ar
ia
*sm
ith
ia
na
Tr
iu
m
fe
tt
a*
w
in
ne
ck
ea
na
Cr
ot
al
ar
ia
*e
re
m
ae
a
Tr
ac
hy
m
en
e*
gl
au
ci
fo
lia
Ha
lg
an
ia
*cy
an
ea
Er
em
op
hi
la
*m
ac
do
nn
el
lii
Go
od
en
ia
ce
ae
*sp
.*2
Fa
ba
ce
ae
*sp
.*1
Eu
ca
ly
pt
us
*p
ac
hy
ph
yl
la
Sw
ai
ns
on
a*
ph
ac
oi
de
s
Tr
ib
ul
us
*te
rr
es
tr
is
Di
cr
as
ty
lis
*co
st
el
lo
i
Se
nn
a*
sp
.*1
Ru
lin
gi
a*
lo
xo
ph
yl
la
Tr
ia
nt
he
m
a*
pi
lo
sa
He
lip
te
ru
m
*m
os
ch
at
um
As
te
ra
ce
ae
*sp
.*1
Eu
ca
ly
pt
us
*m
ic
ro
th
ec
a
Pt
ilo
tu
s*p
ol
ys
ta
ch
yu
s
M
yr
io
ce
ph
al
us
*sp
.*1
Ca
lo
tis
*p
lu
m
ot
he
ra
Ac
ac
ia
*sp
p.
*G
ro
up
Ab
ut
ilo
n*
ot
oc
ar
pu
m
Er
em
op
hi
la
*w
ill
sii
Pt
ilo
tu
s*a
tr
ip
lic
ifo
liu
s
St
yl
id
iu
m
*sp
.
Cu
lle
n*
au
st
ra
la
sic
um
Pt
er
oc
au
lo
n*
sp
ha
ce
la
tu
m
Br
un
on
ia
*a
us
tr
al
is
Pe
ta
lo
st
yl
is*
ca
ss
io
id
es
Cu
lle
n*
pa
lli
du
m
un
kn
ow
n*
30
un
kn
ow
n*
24
un
kn
ow
n*
1
un
kn
ow
n*
48
un
kn
ow
n*
21
un
kn
ow
n*
45
Halictidae Homalictus*urbanus 2  2 2  2 2  2       2    2 2                 2                
Halictidae Lasioglossum*immaculatum  2 2 2   2            2  2                        2 2        
Halictidae Lipotriches*nr*flavoviridis 2   2 2 2 2   2         2     2 2       2                      
Apidae Amegilla*chlorocyanea      2    2         2                                   
Halictidae Lasioglossum*platychilum  2    2      2                                          
Colletidae Hylaeus*sp.*7                                                
Apidae Exoneurella*eremophila     2  2                                               
Halictidae Lipotriches*nr*australica      2             2                                   
Halictidae Lasioglossum*eremaean     2                                2                 
Colletidae Leioproctus*alloeopus                                                      
Halictidae Lasioglossum*cognatum     2       2                                          
Megachilidae Megachile*sp.*2 2                 2         2                           
Colletidae Leiproctus*sp.*3                     2                                 
Colletidae Hylaeus*sp.*1                                                
Colletidae Euhesma*sybilae                                                
Halictidae Lasioglossum*albopilosum                                                      
Colletidae Callohesma*queenslandensis                                                      
Megachilidae Megachile*sp.*4 2                                                      
Colletidae Hylaeus*vittatifrons                                                
Colletidae Hylaeus*sp.*6                                                
Megachilidae Megachile*sp.*3                  2         2                           
Colletidae Leioproctus*tarsalis                                                
Colletidae Hylaeus*trimerops                                                
Colletidae Euhesma*sp.*1                                                
Colletidae Hylaeus*sp.*10                                                
Halictidae Lasioglossum*alacarinatum                                                
Colletidae Leioproctus*sp.*2                                                
Megachilidae Megachile*sp.*1                                                
Megachilidae Megachile*captionis                                                      
Colletidae Hylaeus*sp.*11                                                
Colletidae Hylaeus*sp.*8                                                
Megachilidae Megachile*aurifrons                    2                            A A A A A
Megachilidae Megachile*obtusa                                                
Megachilidae Megachile*sp.*6                                                
Colletidae Leioproctus*sp.*4                                                
Colletidae Leioproctus*sp.*5        2                                              
Colletidae Hylaeus*albocuneatus                                                
Colletidae Leioproctus*sp.*1                                                
Colletidae Hylaeus*sp.*5                                                
Halictidae Lasioglossum*vitripenne    2                                                  
Megachilidae Megachile*sp.*5                                                
Colletidae Leioproctus*impatellatus    2                                                  
Colletidae Hylaeus*sp.*2                                                
Colletidae Hylaeus*sp.*9                                                
Colletidae Hylaeus*sp.*4                                                
Colletidae Hylaeus*sp.*3                                                
Apidae Thyreus*waroonensis                                                
Megachilidae Megachile*apicata                                                
Colletidae Euhesma*sp.*2  
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Specialisation	  was	  roughly	  60%	  greater	  in	  the	  pollen-­‐transport	  network	  compared	  to	  the	  visitation	  network	  (H2	  =	  0.82	  and	  0.49	  respectively;	  Table	  3-­‐1).	  The	  bee	  assemblage	  that	  visited	  each	  plant	  species	  in	  the	  visitation	  network	  was	  twice	  as	  diverse	  as	  the	  bee	  assemblage	  that	  transported	  pollen	  of	  each	  plant	  species	  in	  the	  pollen-­‐transport	  network	  (Vulnerability	  index	  =	  3.60	  and	  1.58	  respectively;	  Table	  3-­‐1).	  Interaction	  evenness	  was	  approximately	  15%	  lower	  in	  the	  pollen-­‐transport	  network	  than	  in	  the	  visitation	  network	  (Evenness	  =	  0.746	  and	  0.860	  respectively;	  Table	  3-­‐1).	  These	  values	  are	  different	  to	  those	  predicted	  by	  the	  null	  model	  (Table	  3-­‐1),	  suggesting	  real	  differences	  between	  the	  pollen-­‐transport	  and	  visitation	  networks.	  	  
Specialisation	  levels	  of	  plant	  and	  bee	  species	  were	  higher	  in	  the	  pollen-­‐transport	  network	  than	  in	  the	  visitation	  network	  (bees:	  mean	  d’	  =	  0.73	  ±	  0.09	  (95%	  CI)	  and	  0.51	  ±	  0.05	  respectively;	  plants:	  mean	  d’	  =	  0.53	  ±	  0.10	  and	  0.40	  ±	  0.07	  respectively;	  Table	  3-­‐1).	  The	  median	  change	  in	  the	  specialisation	  of	  bee	  (median	  change	  in	  d’	  =	  0.26)	  and	  plant	  (median	  change	  d’	  =	  0.10)	  species	  appearing	  in	  both	  networks	  was	  significantly	  greater	  than	  zero,	  with	  species	  being	  more	  specialised	  in	  the	  pollen-­‐transport	  network	  (bees:	  n	  =	  20,	  W	  =	  25,	  P	  <	  0.005;	  plants:	  n	  =	  28,	  W	  =	  86,	  P	  <	  0.01).	  	  
The	  average	  number	  of	  links	  per	  bee	  species	  in	  each	  network	  varied	  slightly	  (3.36	  ±	  1.37	  (95%	  CI)	  links	  per	  bee	  species	  in	  the	  visitation	  network	  and	  3.05	  ±	  1.59	  for	  the	  pollen-­‐transport	  network),	  as	  did	  the	  average	  number	  of	  links	  for	  each	  plant	  species	  (3.23	  ±	  0.66	  and	  2.21	  ±	  0.46	  respectively;	  Table	  1).	  The	  null	  model	  predicted	  the	  opposite	  trend	  to	  that	  observed	  for	  the	  mean	  number	  of	  links	  per	  animal	  species,	  but	  predicted	  a	  similar	  trend	  for	  average	  links	  per	  plant	  species.	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The	  degree	  change	  for	  species	  that	  appeared	  in	  both	  networks,	  was	  significantly	  greater	  than	  zero,	  with	  species	  making	  fewer	  links	  in	  the	  pollen-­‐transport	  network	  (bees:	  median	  change	  =	  1,	  n=12,	  W=0,	  p<0.001;	  plants:	  median	  change	  =	  1,	  n=23,	  W=15,	  p<0.001).	  
The	  number	  of	  links	  made	  by	  plant	  and	  bee	  species	  in	  the	  visitation	  and	  pollen-­‐transport	  networks	  varied	  widely.	  For	  instance,	  Homalictus	  urbanus	  (Halictidae)	  visited	  24	  out	  of	  52	  plant	  species,	  whereas	  28	  of	  the	  50	  bee	  species	  visited	  only	  one	  plant	  species.	  In	  the	  pollen-­‐transport	  network,	  H.	  urbanus	  and	  
Lipotriches	  flavoviridies	  (Halictidae)	  moved	  pollen	  from	  the	  greatest	  number	  of	  plant	  species,	  each	  moving	  pollen	  of	  12	  out	  of	  29	  plant	  species.	  Eleven	  of	  the	  21	  bee	  species	  moved	  only	  one	  pollen	  species.	  Of	  the	  plant	  species,	  Tephrosia	  rosea	  (Fabaceae)	  was	  visited	  by	  the	  most	  bee	  species	  (10	  out	  of	  50	  species),	  and	  16	  of	  52	  plant	  species	  were	  visited	  by	  only	  one	  bee	  species.	  In	  the	  pollen-­‐transport	  network,	  Newcastellia	  spodiotricha	  (Cloanthaceae)	  had	  its	  pollen	  moved	  by	  the	  most	  bee	  species	  (5	  of	  21),	  whereas	  10	  of	  29	  plant	  species	  had	  their	  pollen	  moved	  by	  one	  bee	  species.	  
As	  expected,	  removal	  of	  the	  22	  bee	  species	  represented	  by	  a	  single	  individual	  decreased	  network	  size,	  contributing	  to	  an	  increase	  in	  connectance	  (up	  to	  0.102	  from	  0.065	  for	  the	  full	  dataset)	  and	  causing	  the	  mean	  links	  per	  bee	  species	  to	  almost	  double	  (A2-­‐1).	  Despite	  these	  influences	  driven	  by	  rare	  species	  between	  the	  two	  networks,	  there	  were	  still	  substantial	  differences	  between	  the	  observed	  visitation	  and	  pollen-­‐transport	  networks	  (A2-­‐1).	  This	  suggests	  that	  the	  results	  from	  the	  complete	  networks	  were	  primarily	  driven	  by	  the	  more	  abundant	  species,	  and	  sampling	  was	  sufficient	  to	  record	  these	  interactions.	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Question	  2.	  How	  well	  does	  a	  plant-­‐bee	  visitation	  network	  reflect	  pollen	  transport?	  Pollen-­‐transport	  interactions	  occurred	  between	  generalist-­‐generalist	  and	  generalist-­‐specialist	  species	  (Fig.	  3-­‐2).	  However,	  the	  majority	  of	  pollen-­‐transport	  interactions	  occurred	  between	  the	  most	  generalised	  species,	  as	  seen	  in	  the	  top-­‐left	  corner	  of	  Fig.	  3-­‐2.	  On	  average,	  bee	  species	  that	  transported	  pollen	  visited	  three	  times	  as	  many	  plant	  species	  than	  bees	  that	  did	  not	  move	  pollen	  (5.81	  ±	  3.03	  (95%	  CI)	  and	  1.59	  ±	  0.52	  respectively).	  A	  similar	  pattern	  was	  observed	  for	  plant	  species,	  but	  the	  difference	  was	  not	  as	  large	  (3.89	  ±	  0.95	  visitation	  links	  for	  plant	  species	  in	  the	  pollen-­‐transport	  network,	  and	  2.43	  ±	  0.84	  visitation	  links	  for	  the	  remaining	  plant	  species).	  	  
Bee	  families	  differed	  in	  their	  rates	  of	  pollen	  transport	  (Table	  3-­‐2):	  proportions	  of	  species	  from	  each	  family	  were	  significantly	  different	  between	  the	  visitation	  and	  pollen-­‐transport	  networks	  (χ2	  =	  8.19,	  3	  d.f.,	  P	  <	  0.05),	  as	  was	  the	  proportion	  of	  links	  made	  by	  each	  family	  (χ2	  =	  18.23,	  3	  d.f.,	  P	  <0.001).	  This	  was	  driven	  by	  both	  increases	  and	  decreases	  in	  family	  species	  richness	  and	  number	  of	  links.	  For	  instance,	  the	  most	  common	  family,	  Colletidae,	  accounted	  for	  half	  the	  species	  (54%;	  Table	  3-­‐2)	  and	  a	  third	  of	  links	  (29.8	  %)	  in	  the	  visitation	  network,	  yet	  in	  the	  pollen-­‐transport	  network,	  Colletidae	  represented	  one-­‐quarter	  of	  species	  (23.8%)	  and	  less	  than	  one-­‐tenth	  of	  links	  (7.8%).	  Conversely,	  Halictidae	  accounted	  for	  one-­‐fifth	  of	  species	  (20%;	  Table	  3-­‐2)	  and	  half	  the	  links	  (49.4%)	  in	  the	  visitation	  network,	  whilst	  in	  the	  pollen-­‐transport	  network	  represented	  two-­‐fifths	  of	  species	  (38.1%)	  and	  two-­‐thirds	  of	  the	  links	  (68.8	  %).	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Table	  3-­‐2.	  The	  observed	  number	  of	  species,	  links,	  and	  mean	  species	  degree	  of	  each	  family	  for	  the	  bee-­‐visitor	  and	  pollen-­‐transport	  networks.	  	   Bee	  visitation	   	   Pollen	  transport	  	   Number	  of	  species	  (%)	   Number	  of	  links	  (%)	   Species	  mean	  degree	  (SE)	   	   Number	  of	  species	  (%)	   Number	  of	  links	  (%)	   Species	  mean	  degree	  (SE)	  Apidae	   3	  (6.0)	   21	  (12.5)	   7.0	  (3.9)	   	   2	  (9.5)	   6	  (9.4)	   3	  (0)	  Colletidae	   27	  (54.0)	   50	  (29.8)	   1.9	  (0.3)	   	   5	  (23.8)	   5	  (7.8)	   1	  (0)	  Halictidae	   10	  (20.0)	   83	  (49.4)	   8.3	  (2.8)	   	   8	  (38.1)	   44	  (68.8)	   5.5	  (1.7)	  Megachilidae	   10	  (20.0)	   14	  (8.3)	   1.4	  (0.3)	   	   6	  (28.6)	   9	  (14.1)	   1.5	  (0.3)	  Total	   50	   168	   3.4	  (0.7)	   	   21	   64	   3.0	  (0.8)	  	  
Links	  that	  resulted	  in	  pollen	  transport	  typically	  exhibited	  higher	  visitation	  interaction	  frequencies	  (mean	  number	  of	  visitation	  interactions	  of	  pollen	  transport	  links	  was	  5.09	  ±	  2.27	  (95%	  CI)	  compared	  to	  3.06	  ±	  0.89	  visitation	  interactions	  for	  links	  with	  no	  pollen	  transport).	  Pollen	  transport	  was	  recorded	  between	  species	  that	  interacted	  frequently,	  and	  more	  strikingly,	  between	  species	  that	  only	  rarely	  interacted	  in	  the	  visitation	  network.	  For	  instance,	  Exonurella	  eremophila	  (Apidae)	  had	  many	  visitation	  interactions	  with	  the	  herbaceous	  Goodenia	  cycloptera	  (Goodeniaceae)	  but	  was	  not	  found	  to	  be	  moving	  its	  pollen	  (Fig.	  3-­‐2).	  Conversely,	  the	  rare	  interaction	  between	  Leioproctus	  sp.	  3	  (Colletidae)	  and	  the	  ephemeral	  forb	  
Trachymene	  glaucifolia	  (Araliaceae)	  resulted	  in	  pollen	  transport.	  	  
The	  frequency	  of	  flower-­‐visitor	  interactions	  varied	  considerably	  leading	  to	  interesting	  patterns	  of	  constancy	  between	  insect	  and	  plant	  species	  (Fig.	  3-­‐3).	  For	  instance,	  Lasioglossum	  immaculatum	  (Halictidae)	  exhibited	  relatively	  high	  constancy	  on	  just	  two	  species;	  Triumfetta	  winneckeana,	  (Tiliaceae;	  54%	  of	  the	  45	  observed	  visits)	  and	  Lechenaultia	  divaricata,	  (Goodeniaceae;	  26%),	  whilst	  25%	  of	  the	  78	  observed	  visits	  made	  by	  H.	  urbanus	  were	  to	  Newcastellia	  spodiotricha	  (Fig.	  3-­‐3).	  Conversely,	  many	  Colletidae	  were	  observed	  in	  few	  interactions,	  whilst	  records	  of	  most	  Megachilidae	  were	  the	  result	  of	  single	  specimens.	  In	  the	  Halictidae,	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one	  species	  (H.	  urbanus)	  accounted	  for	  two-­‐thirds	  of	  its	  family’s	  unique	  interactions,	  and	  two	  Apidae	  species	  account	  for	  all	  but	  one	  of	  its	  family’s	  unique	  interactions	  (Fig.	  3-­‐3).	  
Less	  than	  one-­‐third	  of	  sampled	  bees	  carried	  pollen	  on	  their	  bodies	  (82	  out	  of	  298	  bees;	  Table	  3-­‐3).	  The	  mean	  number	  of	  pollen	  species	  recorded	  on	  an	  individual	  bee	  was	  1.43	  ±	  0.15	  (95%	  CI),	  with	  ~71%	  of	  bees	  with	  just	  one	  pollen	  species	  (Table	  3-­‐3).	  The	  pollen	  on	  the	  bodies	  of	  the	  bees	  generally	  included	  the	  plant	  species	  it	  was	  collected	  on	  (~73%	  of	  the	  bees).	  	  
Table	  3-­‐3.	  Movement	  of	  pollen	  by	  individual	  bees	  in	  the	  pollen	  transport	  network.	  Number	  of	  individual	  bees	  moving	  pollen	   82	  Number	  of	  bees	  carrying	  pollen	  of	  plant	  species	  it	  visited	  (%)	   60	  (73.2)	  Number	  of	  bees	  carrying	  one	  pollen	  species	  (%)	   58	  (70.7)	  Mean	  number	  of	  pollen	  species	  carried	  per	  bee	  (95%	  CI)	   1.43	  (0.16)	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Fig.	  3-­‐3.	  Quantitative	  flower	  –	  bee	  visitor	  network.	  Each	  species	  of	  bee	  (right	  column)	  and	  plant	  (left	  column)	  is	  represented	  by	  a	  rectangle.	  Bars	  are	  representative	  of	  the	  number	  of	  interactions	  that	  the	  given	  species	  participated	  in,	  and	  the	  number	  of	  lines	  between	  two	  species	  represents	  the	  number	  of	  interactions	  between	  them.	  Line	  colour	  indicates	  which	  family	  that	  bee	  belongs	  to,	  as	  annotated	  to	  the	  right	  of	  the	  species.	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Discussion	  
Native	  solitary	  bees	  visit	  a	  diverse	  assemblage	  of	  plants,	  but	  pollen	  transport	  was	  recorded	  in	  only	  one-­‐third	  of	  the	  links	  in	  the	  visitation	  network,	  and	  by	  less	  than	  half	  the	  number	  of	  species.	  These	  differences	  raise	  methodological	  and	  conceptual	  issues,	  but	  ultimately	  highlight	  the	  well-­‐known,	  but	  easily	  overlooked,	  point	  that	  visitation	  does	  not	  always	  result	  in	  pollination.	  The	  visitation	  network	  identified	  most,	  but	  not	  all,	  of	  the	  potential	  pollinators,	  and	  the	  pollen-­‐transport	  network	  confirmed	  the	  first	  step	  in	  effective	  pollination.	  However,	  to	  distinguish	  pollen	  transporters	  from	  pollinators	  requires	  evidence	  of	  pollen	  deposition	  on	  a	  conspecific	  stigma,	  and	  evidence	  that	  the	  plant	  cannot	  otherwise	  produce	  seed	  (Pellmyr	  2002).	  The	  visitation	  network	  therefore	  includes	  potential	  mutualistic	  interactions,	  but	  also	  interactions	  of	  unknown	  types.	  Non-­‐pollination	  interactions	  will	  still	  be	  ecologically	  and	  evolutionarily	  significant	  as	  plant-­‐pollinator	  interactions	  are	  shaped	  by	  encounters	  where	  visitors	  receive	  valuable	  resources,	  or	  the	  plant	  experiences	  reduced	  fitness.	  For	  the	  purposes	  of	  predicting	  pollinators	  however,	  observing	  visitation	  is	  insufficient.	  In	  conjunction	  with	  the	  finding	  that	  pollen	  transport	  resulted	  from	  both	  common	  and	  rare	  interactions,	  this	  means	  that	  deduction	  of	  pollinator	  importance	  based	  on	  visitation	  frequency	  (Vázquez	  et	  al.	  2005)	  must	  be	  performed	  cautiously.	  	  
Evidence	  is	  emerging	  that	  insects	  recorded	  in	  visitation	  networks	  do	  not	  always	  carry	  pollen.	  For	  example	  between	  25%	  and	  34%	  of	  insects	  in	  one	  visitation	  network	  failed	  to	  carry	  pollen	  (Alarcón	  2010)	  and	  in	  another,	  of	  the	  13%	  of	  species	  that	  lacked	  pollen,	  most	  were	  small	  insects	  such	  as	  ants	  and	  small	  beetles	  (Bosch	  et	  al.	  2009).	  In	  this	  study,	  the	  proportion	  of	  bees	  not	  transporting	  
Chapter	  3:	  Pollen-­‐transport	  in	  flower-­‐visitor	  networks	  
	  90	  
pollen	  was	  high	  (72%	  of	  bees	  failed	  to	  carry	  pollen),	  an	  unexpected	  result	  as	  bees	  are	  typically	  efficient	  pollinators	  (Buchmann	  and	  Nabhan	  1996).	  Sampling	  artifacts	  cannot	  fully	  explain	  the	  low	  detection	  of	  pollen	  transport	  as	  substantial	  differences	  in	  the	  two	  networks	  were	  present	  even	  after	  removal	  of	  species	  only	  recorded	  once.	  A	  lower	  rate	  of	  pollen	  transport	  may	  result	  from	  a	  lower	  floral	  and	  plant	  density,	  and	  from	  differences	  in	  the	  morphology	  and	  behaviour	  of	  visiting	  animals	  that	  affect	  their	  pollen	  pick-­‐up.	  For	  instance,	  nectar	  is	  a	  plentiful	  resource	  when	  water	  is	  not	  limiting	  in	  arid	  Australia	  (Morton	  et	  al.	  2011),	  and	  if	  visitors	  target	  nectar,	  may	  contribute	  to	  low	  pollen	  pick-­‐up.	  	  The	  high	  proportion	  of	  Colletidae	  species	  may	  also	  contribute	  to	  the	  low	  rates	  of	  pollen	  transport	  observed.	  Colletidae	  were	  the	  most	  ineffective	  pollen	  transporters,	  possibly	  due	  to	  their	  generally	  hairless	  nature	  as	  many	  carry	  pollen	  by	  ingesting	  it	  (Michener	  1965),	  thereby	  making	  it	  unavailable	  for	  pollination.	  	  
The	  different	  rates	  of	  pollen	  transport	  recorded	  among	  bee	  families	  is	  one	  example	  where	  an	  understanding	  of	  the	  interacting	  species	  is	  important	  when	  inferring	  pollination	  function	  without	  evidence	  of	  pollen	  transport.	  If	  pollen-­‐transport	  networks	  were	  not	  considered,	  Megachilidae	  species	  would	  be	  deemed	  relatively	  unimportant	  whereas	  Colletidae	  species	  would	  be	  relatively	  important.	  Bees	  can	  vary	  in	  their	  ability	  to	  transport	  pollen	  as	  a	  result	  of	  morphological	  and	  behavioural	  adaptations,	  such	  as	  visitation	  pattern,	  pollen	  handling,	  storage	  location	  of	  pollen	  on	  the	  body,	  and	  which	  floral	  resource(s)	  they	  collect	  (Michener	  2007).	  However,	  such	  generalities	  rarely	  apply	  to	  all	  species	  in	  a	  family,	  or	  indeed	  in	  other	  taxonomic	  groupings.	  It	  is	  potentially	  more	  appropriate	  and	  useful	  to	  determine	  characters	  of	  interacting	  species	  which	  are	  important	  in	  pollen	  transport	  as	  a	  way	  to	  predict	  pollen	  transport,	  similar	  to	  the	  ways	  in	  which	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morphological	  characters	  are	  used	  to	  predict	  forbidden	  links	  in	  flower-­‐visitor	  networks	  (Stang	  et	  al.	  2006).	  	  
	   The	  structure	  of	  the	  visitation	  and	  pollen-­‐transport	  networks	  for	  this	  arid	  grassland	  was	  similar.	  The	  null	  model	  analysis	  revealed	  that	  observed	  differences	  in	  connectance	  and	  nestedness	  between	  the	  visitation	  and	  pollen-­‐transport	  networks	  were	  due	  to	  network	  size	  (plant	  species	  plus	  bee	  species),	  which	  itself	  can	  be	  explained	  by	  the	  number	  of	  interactions	  sampled.	  However,	  the	  pollen-­‐transport	  network	  did	  exhibit	  higher	  specialisation	  at	  the	  network	  and	  species	  level,	  lower	  evenness	  and	  fewer	  links	  compared	  to	  the	  visitation	  network.	  Lower	  evenness	  is	  likely	  to	  reflect	  the	  patterns	  of	  pollen	  transport:	  large	  amounts	  of	  pollen	  can	  be	  transported	  by	  an	  individual.	  This	  means	  that	  network	  marginal	  sums	  may	  be	  very	  high	  as	  a	  result	  of	  one	  interaction.	  Alarcón	  (2010)	  also	  found	  species	  to	  be	  more	  specialised	  in	  pollen-­‐transport	  networks	  than	  visitation	  networks.	  In	  contrast	  to	  findings	  of	  my	  study	  and	  those	  of	  Alarcón	  (2010),	  an	  alternative	  approach	  (Dorado	  et	  al.	  2011),	  that	  identified	  pollen	  from	  bee	  trap	  nests,	  found	  visitation	  networks	  overestimated	  the	  specialisation	  of	  rare	  bee	  species.	  Trap	  nests,	  however,	  are	  more	  likely	  to	  reflect	  the	  cumulative	  pollen	  species	  as	  they	  contain	  plant	  material	  from	  multiple	  foraging	  bouts	  throughout	  the	  female	  bees’	  reproductive	  period,	  whereas	  pollen	  load	  analysis	  usually	  samples	  only	  one	  foraging	  bout,	  but	  pollen	  carryover	  between	  bouts	  can	  occur	  and	  will	  depend	  on	  the	  behaviour	  of	  the	  bee.	  Where	  possible,	  this	  may	  be	  a	  valuable	  additional	  method	  to	  efficiently	  indicate	  their	  potential	  as	  pollinators.	  	  
Several	  factors	  may	  contribute	  to	  the	  fewer	  links	  and	  higher	  specialisation	  (Table	  1)	  of	  the	  pollen-­‐transport	  network	  compared	  to	  the	  visitation	  network.	  At	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the	  individual	  level,	  the	  pollen	  loads	  recorded	  on	  a	  single	  bee	  indicated	  individual	  bees	  interact	  with	  fewer	  plant	  species	  on	  each	  foraging	  trip	  than	  implied	  by	  the	  species-­‐level	  patterns	  in	  both	  the	  visitation	  and	  pollen-­‐transport	  networks.	  Methodological	  issues	  such	  as	  pollen	  becoming	  dislodged	  during	  capture	  and	  transportation,	  or	  individual	  bees	  caught	  early	  in	  their	  foraging	  bout,	  could	  have	  reduced	  the	  number	  of	  pollen	  species	  sampled	  from	  each	  individual.	  As	  standard	  techniques	  were	  used	  this	  is	  unlikely,	  but	  such	  artefacts	  could	  be	  explored	  further	  with	  manipulative	  experiments.	  Alternatively,	  some	  individual	  bees	  are	  known	  to	  favour	  one	  species	  during	  their	  foraging	  bouts.	  The	  resulting	  floral	  constancy	  (Waser	  1986)	  is	  an	  important	  factor	  in	  plant	  reproduction	  (Morgan	  et	  al.	  2005)	  as	  it	  tends	  to	  reduce	  rates	  of	  pollen	  loss	  and	  stigma	  clogging	  (Waser	  1978).	  I	  do	  not	  expect	  the	  bees	  to	  have	  been	  limited	  by	  the	  number	  of	  flowering	  species	  as	  the	  sampling	  occurred	  during	  a	  mass	  flowering	  period.	  It	  is	  worth	  pursuing	  further	  evidence	  that	  pollination	  could	  be	  ecologically	  more	  specialised	  than	  implied	  by	  flower-­‐visitor	  networks.	  More	  generally,	  temporal	  and	  spatial	  variation	  of	  species	  interacting	  in	  flower-­‐visitor	  networks	  has	  been	  reported	  on	  a	  variety	  of	  scales	  including	  within	  and	  between	  seasons	  (Alarcón	  et	  al.	  2008,	  Olesen	  et	  al.	  2008,	  Petanidou	  et	  al.	  2008,	  Dupont	  et	  al.	  2009),	  and	  has	  important	  implications	  for	  our	  understanding	  of	  the	  ecological	  and	  evolutionary	  processes	  affecting	  plant-­‐pollinator	  interactions	  (Vázquez	  et	  al.	  2009a).	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across	  space	  and	  time	  
	  
	  
 
	  A	  cumulus	  congestus	  cloud	  delivers	  a	  brief	  shower	  	  in	  the	  Simpson	  Desert,	  SW	  Qld,	  Australia.	   	  
Chapter	  4:	  Rain-­‐driven	  changes	  in	  network	  structure	  
96	  	  
Abstract	  	  
The	  number	  and	  identity	  of	  species	  influences	  ecosystem	  properties	  through	  direct	  mechanisms	  that	  change	  how	  productivity	  percolates	  across	  trophic	  levels	  but	  also	  through	  interactions	  among	  species.	  	  Quantifying	  how	  suites	  of	  interactions	  change	  over	  space	  and	  time	  has	  therefore	  become	  a	  focus	  of	  studies	  that	  build	  networks	  to	  visualise	  patterns	  of	  interconnectedness	  of	  species	  interactions.	  Flower-­‐visitor	  networks	  exhibit	  non-­‐random	  structure	  such	  as	  nestedness,	  which	  increases	  the	  resistance	  of	  networks	  to	  species	  loss,	  ensuring	  the	  delivery	  of	  ecosystem	  function	  such	  as	  pollen	  movement	  by	  pollinators.	  Species	  richness	  and	  abundance	  are	  important	  drivers	  of	  network	  structure,	  linking	  community	  structure	  and	  network	  function.	  Ecological	  communities	  are	  under	  constant	  flux	  from	  environmental	  variation,	  but	  climate	  change	  poses	  a	  significant	  threat	  to	  ecosystem	  function	  through	  the	  disruption	  of	  interaction	  networks.	  I	  investigate	  the	  effect	  of	  recent	  rainfall	  on	  network	  structure	  using	  a	  spatially	  and	  temporally	  resolved	  set	  of	  23	  flower-­‐visitor	  networks	  from	  a	  pulse-­‐reserve	  system.	  In	  particular,	  I	  determine	  if	  changes	  in	  network	  structure	  are	  beyond	  those	  expected	  based	  simply	  on	  an	  increase	  in	  network	  size.	  I	  find	  that	  with	  an	  increase	  in	  the	  previous	  nine	  months	  cumulative	  rainfall	  network	  size,	  nestedness	  and	  specialisation	  increase,	  and	  connectance	  decreases.	  Modularity	  shows	  no	  relationship	  with	  rainfall.	  Changes	  in	  network-­‐level	  specialisation	  are	  beyond	  that	  expected	  from	  network	  size	  change,	  suggesting	  that	  rainfall	  is	  an	  important	  determinant	  of	  specialisation.	  Connectance	  and	  nestedness	  were	  better	  explained	  by	  network	  size,	  indicating	  that	  the	  effect	  of	  rainfall	  on	  these	  metrics	  is	  via	  network	  size.	  I	  conclude	  that	  rainfall	  directly	  affects	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the	  size	  and	  specialisation	  of	  networks,	  but	  it	  is	  through	  network	  size	  that	  most	  network	  structural	  change	  will	  occur	  with	  climate	  change.	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Introduction	  
Understanding	  the	  functional	  role	  biodiversity	  plays	  in	  sustaining	  life	  on	  earth	  is	  central	  to	  ecology.	  Recent	  theoretical	  advances	  propose	  several	  mechanisms	  as	  to	  how	  biodiversity	  affects	  ecosystem	  function.	  For	  example,	  high	  species	  richness	  can	  stabilise	  aggregate	  ecosystem	  properties	  such	  as	  total	  abundance	  due	  to	  the	  asynchronous	  response	  of	  species	  to	  environmental	  fluctuations	  (Loreau	  et	  al.	  2001,	  Loreau	  and	  de	  Mazancourt	  2013).	  Species	  also	  participate	  in	  a	  myriad	  of	  interactions	  that	  shape	  the	  distribution	  and	  abundances	  of	  species	  (Bascompte	  and	  Jordano	  2007),	  but	  also	  deliver	  vital	  ecosystem	  functions	  such	  as	  pollination.	  However,	  interactions	  among	  species	  can	  contribute	  to	  ecosystem	  function	  beyond	  the	  direct	  effects	  of	  the	  species	  themselves	  (Thébault	  and	  Fontaine	  2010).	  A	  prime	  example	  are	  interactions	  between	  flowering	  plants	  and	  their	  pollinators	  that	  form	  complex	  interaction	  networks,	  the	  structure	  of	  which	  affects	  the	  coexistence	  and	  stability	  of	  species,	  and	  the	  resilience	  and	  persistence	  of	  pollination	  as	  a	  function	  (Memmott	  et	  al.	  2004,	  Bascompte	  and	  Jordano	  2007).	  Structural	  patterns	  in	  pollination	  networks	  are	  non-­‐random,	  understood	  to	  be	  the	  result	  of	  numerous	  neutral	  and	  trait-­‐mediated	  processes	  that	  determine	  interaction	  patterns	  (Bascompte	  and	  Jordano	  2007,	  Vázquez	  et	  al.	  2009a).	  Network	  size	  (combined	  species	  richness	  of	  plants	  and	  animals)	  and	  species	  abundances	  contribute	  substantially	  to	  network	  properties	  (Dormann	  et	  al.	  2009).	  Therefore,	  as	  ecological	  communities	  change	  with	  environmental	  variation,	  so	  will	  network	  structure.	  Evidence	  shows	  that	  communities	  have	  already	  changed	  with	  climate	  change	  (Walther	  2010),	  but	  there	  is	  growing	  recognition	  that	  the	  most	  pervasive	  and	  functionally	  relevant	  changes	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will	  occur	  via	  species	  interactions	  (Tylianakis	  et	  al.	  2008,	  Gilman	  et	  al.	  2010,	  Walther	  2010,	  Popic	  and	  Wardle	  2012).	  As	  interactions	  are	  sensitive	  to	  climate	  (Tylianakis	  et	  al.	  2008),	  network	  structure	  can	  change	  as	  species	  re-­‐wire	  their	  connections.	  Therefore,	  there	  are	  several	  mechanisms	  through	  which	  climate	  can	  alter	  networks:	  by	  altering	  community	  structure	  such	  as	  species	  composition	  and	  species	  richness,	  and	  by	  altering	  the	  patterns	  of	  interaction	  between	  species.	  As	  networks	  re-­‐structure,	  the	  functioning	  of	  networks	  could	  alter.	  Change	  in	  network	  size	  should	  have	  relatively	  predictable	  outcomes	  for	  network	  structure	  and	  function,	  but	  as	  we	  currently	  have	  a	  limited	  understanding	  of	  the	  mechanisms	  linking	  climate	  and	  network	  structure	  I	  seek	  to	  determine	  the	  role	  of	  rain	  in	  altering	  network	  structure	  beyond	  what	  would	  be	  expected	  from	  changes	  in	  network	  size.	  
The	  relationship	  between	  community	  structure	  and	  network	  structure	  is	  complex,	  but	  several	  structural	  properties	  are	  reliant	  on	  the	  richness	  and	  abundance	  of	  species	  in	  the	  network.	  Species	  richness	  (network	  size)	  influences	  network	  properties	  such	  as	  connectance,	  degree	  distribution,	  degree	  asymmetry,	  interaction	  strength	  asymmetry,	  nestedness,	  modularity	  and	  specialisation	  (Jordano	  1987,	  Olesen	  and	  Jordano	  2002,	  Bascompte	  et	  al.	  2003,	  Olesen	  et	  al.	  2006,	  Dormann	  et	  al.	  2009,	  Schleuning	  et	  al.	  2012,	  Trøjelsgaard	  and	  Olesen	  2013).	  By	  incorporating	  species	  abundances,	  or	  connectance	  (which	  is	  itself	  directly	  related	  to	  network	  size),	  Dormann	  et	  al.	  (2009)	  were	  able	  to	  reproduce	  many	  network	  structures	  observed	  in	  real	  world	  networks	  using	  null	  models.	  Important	  structural	  features	  such	  as	  nestedness	  can	  be	  reproduced	  by	  uneven	  species	  abundance	  distributions,	  if	  species’	  interactions	  are	  based	  on	  random	  encounters	  with	  each	  other	  (neutral	  process).	  Neutral	  processes	  can	  lead	  to	  a	  decrease	  in	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specialisation	  as	  species	  richness	  in	  networks	  increase,	  suggesting	  high	  niche	  overlap	  and	  redundancy	  (Blüthgen	  and	  Klein	  2011).	  Alternatively,	  if	  interactions	  are	  not	  random,	  specialisation	  of	  pollinator	  species	  can	  be	  constrained	  by	  high	  plant	  diversity	  as	  consumers	  spend	  longer	  searching	  (Schleuning	  et	  al.	  2012).	  Numerous	  network	  properties	  have	  also	  been	  interpreted	  to	  functionally	  promote	  species	  richness.	  For	  instance,	  nestedness	  as	  a	  mechanism	  for	  rare	  species	  to	  persist	  (Bascompte	  et	  al.	  2003),	  and	  specialisation	  as	  a	  mechanism	  for	  species	  to	  differentiate	  niches,	  promoting	  species	  richness	  (Blüthgen	  and	  Klein	  2011).	  
Advances	  have	  been	  made	  in	  addressing	  why	  certain	  species	  interact	  and	  others	  do	  not,	  and	  the	  ensuing	  emergent	  properties	  of	  flower-­‐visitor	  networks.	  However,	  the	  mechanisms	  behind	  flower-­‐visitor	  network	  size	  can	  itself	  be	  a	  product	  of	  network	  structure	  (Bascompte	  and	  Jordano	  2007),	  but	  also	  a	  function	  of	  a	  range	  of	  processes	  acting	  on	  the	  regional	  species	  pool	  (Ricklefs	  1987).	  Out	  of	  the	  local	  species	  pool,	  phenologies	  of	  species	  need	  to	  coincide	  for	  an	  interaction	  to	  be	  possible:	  a	  plant	  must	  be	  in	  flower	  to	  receive	  visits,	  and	  visitors	  need	  to	  be	  looking	  to	  visit.	  In	  addition	  to	  these	  phenological	  constraints,	  species	  must	  also	  interact	  to	  be	  part	  of	  the	  network,	  which	  in	  turn	  depends	  on	  a	  range	  of	  neutral	  and	  trait	  processes	  (Vázquez	  et	  al.	  2009a).	  In	  this	  scenario,	  network	  size	  can	  be	  affected	  by	  climate	  on	  a	  variety	  of	  levels,	  by	  changing	  species	  distributions,	  interaction	  strength	  and	  type,	  species	  phenologies,	  and	  even	  floral	  rewards	  or	  visitor	  requirements	  (Inouye	  2008,	  Hegland	  et	  al.	  2009,	  Schweiger	  et	  al.	  2010).	  
While	  sound	  and	  thorough	  studies	  into	  the	  potential	  impacts	  of	  climate	  change	  on	  flower-­‐visitor	  networks	  have	  been	  conducted	  (Devoto	  et	  al.	  2007,	  Memmott	  et	  al.	  2007),	  our	  understanding	  is	  somewhat	  limited	  due	  to	  the	  paucity	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of	  empirical	  studies	  linking	  recent	  climate	  with	  network	  structure.	  Recent	  studies	  show	  climate,	  especially	  rainfall,	  helps	  explain	  variation	  in	  network	  structure.	  For	  example,	  contemporary	  climate	  has	  been	  found	  to	  reduce	  network	  specialisation	  with	  latitude	  (Schleuning	  et	  al.	  2012),	  while	  in	  plant-­‐hummingbird	  networks,	  contemporary	  rainfall	  but	  not	  temperature	  was	  important	  in	  driving	  specialisation	  (Dalsgaard	  et	  al.	  2011).	  Gonzalez	  et	  al.	  (2009)	  found	  that	  rainfall	  explained	  most	  of	  the	  variation	  in	  pollinator	  richness	  and	  abundance	  in	  flower-­‐visitor	  networks	  in	  the	  West	  Indies.	  The	  relative	  effects	  of	  changing	  temperature	  and	  rainfall	  will	  vary	  among	  environments,	  depending	  on	  their	  current	  importance	  in	  driving	  community	  structure.	  In	  addition	  to	  this,	  climate	  averages	  have	  often	  been	  assumed	  to	  be	  the	  important	  driver,	  but	  climatic	  extremes,	  despite	  being	  episodic	  and	  brief	  are	  predicted	  to	  become	  more	  intense	  and	  frequent	  (Knapp	  et	  al.	  2008),	  and	  can	  have	  pervasive	  and	  dramatic	  effects	  on	  community	  structure	  and	  dynamics	  (Thibault	  and	  Brown	  2008,	  Jentsch	  et	  al.	  2009,	  Popic	  and	  Wardle	  2012).	  
In	  this	  study,	  I	  seek	  to	  understand	  the	  role	  of	  recent	  rainfall	  as	  a	  driver	  of	  flower-­‐visitor	  network	  structure	  (connectance,	  nestedness,	  H2	  specialisation,	  and	  modularity).	  I	  expect	  rainfall	  to	  drive	  the	  structure	  of	  the	  flower-­‐visitor	  community	  (species	  richness,	  Simpson’s	  diversity	  and	  composition),	  and	  I	  aim	  to	  determine	  the	  extent	  to	  which	  network	  structure	  is	  also	  driven	  by	  rainfall,	  beyond	  what	  can	  be	  attributed	  to	  fluctuations	  in	  network	  size.	  To	  do	  this,	  I	  use	  a	  spatially	  and	  temporally	  resolved	  set	  of	  23	  flower-­‐visitation	  networks	  from	  arid	  grassland	  of	  the	  Simpson	  Desert	  in	  central	  Australia.	  The	  Simpson	  Desert	  is	  a	  pulse-­‐reserve	  system,	  characteristically	  driven	  by	  large	  rainfall	  events	  that	  stimulate	  germination,	  growth,	  and	  reproduction.	  Given	  the	  role	  of	  rain	  as	  a	  primary	  driver	  (Morton	  et	  al.	  2011),	  the	  system	  is	  ideal	  for	  studying	  the	  effects	  of	  rainfall	  on	  community	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structure	  and	  network	  properties.	  First,	  I	  characterise	  the	  rainfall	  of	  the	  study	  sites	  by	  quantifying	  the	  previous	  5,	  9,	  and	  12	  months	  cumulative	  rainfall	  over	  time	  and	  space,	  and	  relative	  to	  long-­‐term	  records.	  I	  establish	  the	  extreme	  and	  variable	  nature	  of	  rainfall	  events	  that	  characterise	  this	  pulse-­‐reserve	  system.	  I	  then	  test	  whether	  recent	  rainfall	  affects	  the	  structure	  of	  the	  flower-­‐visitor	  community	  and	  network	  structure.	  “I	  predict	  that	  as	  rainfall	  drives	  productivity,	  it	  will	  have	  a	  positive	  relationship	  with	  network	  size.	  If	  the	  primary	  mechanism	  by	  which	  rain	  affects	  network	  structure	  is	  through	  network	  size,	  I	  predict	  that	  as	  rainfall	  increases,	  connectance	  will	  decrease,	  given	  the	  mathematical	  relationship	  between	  size	  and	  connectance	  (Olesen	  and	  Jordano	  2002).	  Nestedness	  is,	  however,	  likely	  to	  be	  retained	  as	  it	  is	  a	  feature	  of	  mutualistic	  networks.	  	  Predictions	  for	  modularity	  are	  less	  clear	  but	  it	  is	  likely	  that	  with	  increased	  rainfall,	  networks	  will	  become	  more	  organized	  or	  modular	  in	  response	  to	  an	  increase	  in	  network	  size.	  I	  expect	  specialisation	  to	  increase	  with	  rainfall,	  as	  visitors	  will	  need	  to	  be	  more	  selective	  during	  floristically	  diverse	  communities.”I	  also	  determine	  how	  rainfall	  affects	  the	  species	  composition	  of	  the	  flower-­‐visitor	  network,	  as	  a	  potential	  explanation	  of	  varying	  structure.	  I	  conclude	  that	  rainfall	  has	  pervasive	  effects	  on	  the	  properties	  of	  network	  size	  and	  network-­‐level	  specialisation,	  but	  changes	  in	  connectance	  and	  nestedness	  properties	  occur	  as	  a	  result	  of	  change	  in	  network	  size.	  
Methods	  
Study	  system	  The	  study	  was	  conducted	  in	  the	  north-­‐eastern	  Simpson	  Desert,	  south-­‐western	  Queensland,	  Australia,	  on	  Cravens	  Peak	  and	  Ethabuka	  nature	  reserves	  and	  Carlo	  cattle	  station	  (23O45’	  S,	  138O28’	  E).	  The	  dominant	  landforms	  are	  long	  parallel	  sand	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dunes,	  8-­‐10	  m	  high,	  divided	  by	  interdune	  valleys	  (swales).	  The	  hummock	  grass,	  
Triodia	  basedowii	  (Poaceae;	  spinifex)	  is	  dominant	  across	  the	  dune	  swales	  but	  less	  so	  on	  crests	  where	  shrub	  species	  (e.g.	  several	  Acacia,	  Grevillea	  and	  many	  in	  the	  Fabaceae)	  are	  common,	  along	  with	  a	  suite	  of	  ephemeral	  forbs	  and	  herbs	  that	  appear	  after	  rain.	  There	  are	  no	  introduced	  plants	  (except	  for	  some	  Cenchrus	  
ciliaris,	  Poaceae,	  Buffel	  Grass)	  or	  flower-­‐visitor	  species	  at	  the	  study	  sites,	  notably,	  no	  introduced	  European	  Honeybee	  Apis	  mellifera	  (Apidae).	  The	  Simpson	  Desert	  is	  classified	  as	  a	  hot,	  dry	  desert,	  with	  average	  annual	  rainfall	  between	  100	  mm	  and	  150	  mm.	  However,	  precipitation	  is	  highly	  variable	  by	  world	  standards	  (van	  Etten	  2009).	  Large,	  unpredictable	  rain	  events	  structure	  the	  environment	  and	  sustain	  high	  levels	  of	  biomass,	  creating	  relatively	  short	  ‘boom’	  periods,	  and	  once	  available	  moisture	  has	  diminished,	  return	  to	  relatively	  long	  ‘bust’	  periods	  (Morton	  et	  al.	  2011).	  	  
Flower	  –	  visitor	  sampling	  
Sampling	  occurred	  in	  2007,	  2010	  and	  2011	  to	  gather	  a	  collection	  of	  networks	  with	  varying	  rainfall	  histories	  during	  the	  post-­‐rain	  flowering	  periods	  (9	  to	  23	  September	  2007,	  3	  to	  13	  November	  2007,	  14	  to	  25	  June	  2010,	  12	  to	  24	  November	  2010,	  and	  22	  June	  to	  4	  July	  2011).	  Ideally,	  sampling	  would	  occur	  at	  periods	  of	  low,	  medium,	  and	  high	  rainfall,	  but	  sampling	  could	  only	  occur	  after	  substantial	  rain	  (>50mm)	  as	  otherwise	  there	  was	  no	  flowering.	  Flower	  -­‐	  visitation	  interactions	  were	  sampled	  by	  observing	  and	  collecting	  invertebrates	  visiting	  flowers.	  A	  visitation	  was	  defined	  as	  any	  physical	  contact	  between	  the	  insect	  and	  a	  flower,	  and	  no	  a	  priori	  decisions	  were	  made	  about	  probable	  pollinators.	  Visitors	  were	  caught	  using	  nets	  and	  plastic	  containers,	  and	  transferred	  into	  five	  millilitre	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vials	  for	  transportation.	  The	  sampling	  design	  between	  2007	  and	  2010	  –	  2011	  was	  slightly	  different	  as	  findings	  from	  the	  earlier	  study	  in	  2007	  informed	  the	  redesign	  of	  the	  2010	  –	  2011	  study	  to	  include	  among	  and	  within	  site	  spatial	  resolution.	  In	  total,	  23	  spatially	  and	  temporally	  resolved	  networks	  were	  sampled	  (5	  from	  2007,	  12	  from	  2010,	  and	  6	  from	  2011).	  The	  study	  area	  is	  remote	  (200	  km	  from	  nearest	  settlement	  and	  2000	  km	  from	  Sydney)	  and	  completely	  lacking	  infrastructure	  which	  prohibited	  continuous	  sampling	  and	  therefore	  limited	  work	  to	  field	  trips	  of	  short	  duration.	  
In	  2007,	  three	  sites	  were	  sampled:	  two	  sites	  (CS	  and	  MC,	  approximately	  30	  km	  apart)	  were	  sampled	  in	  September	  and	  November,	  and	  one	  additional	  site	  (KS,	  approximately	  50	  km	  from	  MC	  and	  30	  km	  from	  CS)	  was	  sampled	  in	  November.	  At	  each	  site,	  a	  stratified	  approach	  was	  used	  to	  select	  areas	  to	  sample:	  groups	  of	  plants	  within	  a	  one-­‐metre	  square,	  or	  individual	  plants	  with	  abundant	  flowering,	  and	  additional	  samples	  were	  collected	  using	  transects	  in	  areas	  of	  sparse	  flowering.	  In	  an	  effort	  to	  obtain	  a	  complete	  record	  of	  interactions,	  the	  more	  abundantly	  flowering	  plant	  species	  were	  sampled	  until	  no	  new	  species	  were	  encountered.	  Effort	  was	  made	  to	  catch	  all	  visitors,	  and	  sampling	  included	  plants	  from	  each	  species.	  Observations	  were	  made	  for	  10	  minute	  periods.	  This	  combination	  of	  sampling	  methods	  is	  used	  in	  a	  stratified	  way	  to	  overcome	  the	  shortfalls	  and	  biases	  associated	  with	  each	  method	  (Gibson	  et	  al.	  2011).	  A	  total	  of	  74	  hours	  was	  spent	  collecting	  flower-­‐visitors	  in	  2007.	  
In	  2010	  –	  2011	  a	  spatially-­‐nested	  design,	  with	  three	  sites	  (FR,	  KS,	  and	  MC,	  approximately	  50	  km	  apart),	  with	  two	  locations	  (1	  km	  apart)	  at	  each	  site,	  was	  sampled.	  At	  each	  location,	  four	  100	  m	  x	  5	  m	  belt	  transects,	  two	  on	  the	  dune	  crest	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and	  two	  in	  the	  swale,	  were	  placed	  to	  optimise	  representative	  flowering.	  Collectors	  sampled	  flower-­‐visitors	  from	  all	  plant	  species	  along	  transects	  for	  two	  hours	  and	  fulfilled	  these	  conditions:	  concurrent	  sampling	  of	  crest	  and	  swale	  between	  collectors,	  each	  transect	  sampled	  for	  30	  minutes	  by	  each	  collector,	  and	  collectors	  alternated	  dune	  zones.	  These	  measures	  helped	  negate	  any	  effect	  of	  collector	  bias.	  Net	  sampling	  at	  each	  site	  occurred	  for	  three	  consecutive	  days	  of	  fine	  weather	  in	  morning	  and	  afternoon	  sessions	  (June	  and	  July	  1100-­‐1300	  and	  1430-­‐1630,	  November	  900-­‐1100	  and	  1500-­‐1700),	  timing	  of	  which	  varied	  to	  best	  match	  the	  activity	  patterns	  of	  invertebrates,	  and	  to	  avoid	  extreme	  midday	  heat.	  Each	  location	  was	  treated	  as	  a	  separate	  network	  creating	  in	  total	  18	  networks	  from	  the	  2010	  –	  2011	  season.	  A	  total	  of	  432	  hours	  was	  spent	  collecting	  flower-­‐visitors	  in	  2010	  -­‐	  2011.	  	  
Invertebrates	  were	  viewed	  under	  a	  dissecting	  microscope	  and	  sorted	  to	  morphospecies.	  Bees	  were	  identified	  to	  species	  by	  taxonomist	  Michael	  Batley	  at	  the	  Australian	  Museum,	  Sydney.	  	  
Rainfall	  
Daily	  on-­‐site	  rainfall	  was	  collected	  using	  automatic	  weather	  stations	  (Environdata,	  Warwich,	  Queensland)	  located	  at	  each	  site.	  Long-­‐term	  rainfall	  data	  was	  sourced	  from	  a	  nearby	  weather	  station	  at	  Glenormiston,	  between	  75	  and	  125	  km	  north-­‐east	  of	  the	  study	  sites	  (1892-­‐2011	  but	  1902	  –	  1911	  missing;	  Bureau	  of	  Meteorology	  2013).	  As	  rainfall	  over	  the	  sites	  mainly	  occurs	  during	  the	  austral	  summer	  (December	  –	  February),	  rain-­‐years	  were	  measured	  from	  July	  –	  June	  so	  that	  the	  ‘wet	  season’	  is	  not	  split	  over	  two	  calendar	  years.	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Data	  analysis	  
To	  determine	  the	  relationship	  between	  rainfall	  and	  flower	  -­‐	  visitor	  network	  structure,	  several	  indices	  describing	  various	  aspects	  of	  community	  and	  network	  structure	  were	  used.	  To	  characterise	  the	  flower	  -­‐	  visitor	  community,	  network	  size	  (total	  number	  of	  plant	  and	  visitor	  species),	  and	  Simpson’s	  diversity	  was	  calculated	  for	  each	  network.	  For	  network	  structure,	  the	  following	  indices	  were	  determined:	  qualitative	  indices	  (based	  on	  unweighted	  links)	  –	  connectance,	  nestedness,	  and	  modularity;	  quantitative	  indices	  (based	  on	  weighted	  links)	  –	  H2’	  specialisation,	  interaction	  strength	  asymmetry,	  generality	  and	  vulnerabilty.	  Connectance	  measures	  the	  realized	  proportion	  of	  possible	  links	  (total	  number	  of	  links	  /	  network	  size)	  (Jordano	  1987).	  Nestedness	  measures	  departure	  from	  the	  arrangement	  of	  interactions	  where	  specialists	  interact	  with	  species	  that	  form	  a	  perfect	  subset	  of	  species	  with	  which	  generalists	  interact	  (Bascompte	  et	  al.	  2003).	  High	  nestedness	  implies	  high	  degree	  (number	  of	  unique	  links)	  asymmetry	  and	  a	  network	  ‘core’.	  Nestedness	  values	  of	  1	  equals	  perfect	  nestedness,	  0	  equals	  the	  opposite	  of	  nestedness	  of	  which	  there	  are	  several	  distinct	  patterns	  (Almeida-­‐Neto	  et	  al.	  2007),	  and	  randomness	  falls	  somewhere	  in	  between.	  Modularity	  measures	  the	  existence	  of	  subsets	  of	  well-­‐connected	  species	  (modules)	  that	  are	  poorly	  connected	  to	  species	  of	  other	  modules	  within	  the	  network	  (Guimerà	  and	  Amaral	  2005).	  An	  index	  of	  0	  indicated	  no	  modularity,	  and	  1	  indicates	  high	  modularity.	  H2’	  is	  a	  network	  level	  measure	  that	  describes	  the	  degree	  of	  specialisation	  based	  on	  the	  deviation	  of	  a	  speciess	  realised	  number	  of	  interactions	  from	  those	  that	  would	  be	  expected	  given	  the	  species’	  total	  number	  of	  interactions	  (Blüthgen	  et	  al.	  2006).	  The	  index	  ranges	  from	  0	  (no	  specialisation)	  to	  1	  (perfect	  specialisation).	  Interaction	  strength	  asymmetry	  quantifies	  the	  imbalance	  between	  the	  interaction	  strengths	  of	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a	  species	  pair.	  Positive	  values	  indicate	  a	  higher	  specialisation	  of	  visitors.	  Generality	  is	  analogous	  to	  vulnerability	  and	  represents	  the	  weighted-­‐mean	  number	  of	  plant	  species	  per	  visitor	  species.	  Vulnerability	  represents	  the	  weighted-­‐mean	  number	  of	  visitor	  species	  per	  plant	  species	  (Dormann	  et	  al.	  2009).	  Increasing	  vulnerability	  values	  indicate	  plant	  species	  are	  being	  visited	  by	  an	  increasingly	  diverse	  set	  of	  visitor	  species.	  	  
To	  determine	  the	  lag	  in	  response	  time	  of	  network	  size	  to	  rainfall,	  I	  compared	  the	  relationship	  between	  network	  size	  and	  the	  cumulative	  rainfall	  of	  the	  previous	  5,	  9,	  and	  12	  months	  using	  linear	  regression	  models.	  These	  lag	  times	  were	  chosen	  given	  the	  rainfall	  history	  prior	  to	  network	  sampling	  (Fig.	  4-­‐1).	  Network	  size	  was	  chosen	  as	  it	  is	  the	  most	  basic	  measure	  of	  community	  structure	  (species	  richness)	  and	  an	  important	  determinant	  of	  network	  structure	  (Dormann	  et	  al.	  2009).	  I	  then	  used	  the	  best	  performing	  rainfall	  variable	  to	  determine	  how	  rain	  affected	  the	  other	  measures	  of	  community	  (Simpson’s	  Diversity)	  and	  network	  structure	  (connectance,	  nestedness,	  H2’	  specialisation)	  using	  linear	  regression	  models.	  To	  determine	  how	  network	  structure	  responded	  to	  change	  in	  community	  structure	  (network	  size	  and	  Simpson’s	  diversity),	  I	  built	  a	  small	  series	  of	  multiple	  regression	  models	  for	  each	  network	  structure	  (connectance,	  specialisation,	  modularity,	  and	  nestedness)	  and	  introduced	  community	  structure	  variables	  (network	  size	  and	  Simpson’s	  diversity)	  in	  addition	  to	  rainfall.	  The	  best	  fitting	  model	  was	  selected	  using	  AICc.	  Network	  analysis,	  except	  for	  modularity,	  was	  performed	  using	  the	  Bipartite	  (Dormann	  et	  al.	  2008)	  package	  in	  the	  R	  statistical	  package	  (ver.	  2.11.1,	  R	  Development	  Core	  Team	  2010).	  Network	  modularity	  was	  determined	  used	  the	  Netcarto	  program	  (Guimerà	  and	  Amaral	  2005).	  
Chapter	  4:	  Rain-­‐driven	  changes	  in	  network	  structure	  
108	  	  
Network	  species	  composition	  was	  compared	  using	  a	  nested	  PERMANOVA	  (maximum	  permutations	  =	  9999)	  with	  time	  (June	  2010,	  November	  2010,	  June	  2011),	  site	  (FR,	  KS,	  MC),	  location	  (1,2),	  and	  dune	  (crest,	  swale)	  as	  factors.	  Only	  2010-­‐2011	  composition	  data	  was	  used	  as	  the	  sampling	  regime	  for	  this	  period	  allowed	  direct	  comparisons.	  Bray-­‐Curtis	  similarity	  coefficients	  were	  used.	  Monte	  Carlo	  sampling	  to	  determine	  P-­‐values	  was	  used	  when	  the	  total	  number	  of	  possible	  permutations	  was	  low.	  To	  visually	  represent	  differences	  among	  assemblages,	  a	  two-­‐dimensional	  non-­‐metric	  multidimensional	  scaling	  (nMDS)	  ordination	  was	  produced	  using	  PRIMER-­‐E	  v6	  (Plymouth	  Routines	  in	  Multivariate	  Ecological	  
Research).	  The	  proportion	  of	  shared	  species	  was	  compared	  between	  sampling	  times	  using	  ANOVA	  tests.	  
Results	  
Rainfall	  variability	  
Rainfall	  during	  the	  study	  period	  was	  distinguished	  by	  several	  events	  of	  relatively	  high	  rainfall	  at	  all	  sites,	  many	  times	  the	  monthly	  average,	  interspersed	  between	  extended	  dry	  periods	  (Fig.	  4-­‐1a).	  Four	  distinct	  rain	  periods	  occurred	  during	  this	  time:	  January	  2007	  (350	  mm),	  February-­‐March	  2010	  (300	  mm),	  July-­‐September	  2010	  (250	  mm),	  and	  February-­‐March	  2011	  (400	  mm).	  These	  four	  events	  accounted	  for	  roughly	  67%	  of	  the	  total	  rainfall	  between	  December	  2006	  and	  June	  2011	  at	  each	  of	  the	  three	  sites.	  Rainfall	  received	  at	  the	  sites	  for	  the	  rain-­‐years	  ending	  June	  2007	  (FR	  =	  405.5	  mm,	  KS	  =	  384.2	  mm,	  MC	  =	  320.8	  mm),	  June	  2010	  (448.6	  mm,	  362	  mm,	  312.6	  mm	  respectively),	  and	  June	  2011	  (745.4	  mm,	  800.6	  mm,	  648.8	  mm	  respectively)	  were	  all	  much	  wetter	  than	  the	  normal	  range	  at	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Glenormiston	  (rain-­‐year	  median	  =	  187.1	  mm,	  80th	  percentile	  =	  313.6	  mm,	  90th	  percentile	  =	  389.8	  mm,	  95th	  percentile	  =	  491	  mm,	  n	  =	  110;	  Fig.	  4-­‐1b).	  
	  
	  
Fig.	  4-­‐1.	  a)	  Monthly	  rainfall	  totals	  observed	  during	  the	  study	  period	  for	  the	  three	  sites.	  Lines	  are	  18	  and	  16	  year	  averages	  for	  that	  month.	  Arrows	  denote	  flower-­‐visitor	  network	  survey	  times.	  b)	  Rain-­‐year	  totals	  between	  1892	  and	  2012	  (without	  1902	  –	  1911)	  from	  nearest	  long-­‐term	  weather	  station	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over	  75	  km	  away	  (Source:	  Bureau	  of	  Meteorology).	  Horizontal	  line	  denotes	  the	  median	  rain-­‐year	  total.	  The	  three	  light	  shaded	  columns	  represent	  2007,	  2010,	  and	  2011.	  
Rainfall	  effects	  on	  community	  and	  network	  structure	  
To	  determine	  the	  time	  lag	  of	  the	  response	  of	  network	  size	  to	  rainfall,	  the	  relationship	  between	  network	  size	  and	  the	  total	  cumulative	  rainfall	  of	  the	  previous	  5,	  9	  and	  12	  months	  were	  compared.	  Log-­‐transformed	  network	  size	  significantly	  increased	  with	  the	  cumulative	  rainfall	  of	  the	  previous	  5	  months	  (F(1,21)	  =	  12.11,	  P	  <	  0.01,	  r2	  =	  0.34),	  9	  months	  (F(1,21)	  =	  34.66,	  P	  <	  0.001,	  r2	  =	  0.61	  Fig.	  4-­‐2a),	  and	  12	  months	  (F(1,21)	  =	  15.68,	  P	  <	  0.01,	  r2	  =	  0.40).	  As	  the	  relationship	  between	  network	  size	  and	  the	  previous	  nine	  months	  cumulative	  rainfall	  was	  the	  strongest	  (r2	  =	  0.61),	  this	  rainfall	  variable	  was	  chosen	  for	  further	  exploration	  into	  the	  relationship	  between	  rainfall	  and	  network	  structure.	  There	  was	  a	  wide	  variation	  in	  network	  size	  ranging	  from	  23	  species	  in	  November	  2007	  to	  118	  in	  November	  2010	  (Table	  4-­‐1).	  Diversity	  (measured	  as	  Simpson’s	  diversity)	  of	  the	  flower-­‐visitor	  communities	  was	  high	  (0.93	  –	  0.97;	  Table	  4-­‐1)	  and	  showed	  no	  response	  to	  rainfall	  (F(1,21)	  =	  0.86,	  P	  >	  0.05,	  r2	  =	  0.00;	  Fig.	  4-­‐2b).	  I	  expected	  that	  the	  relationship	  between	  rain	  and	  connectance	  to	  contrast	  that	  of	  rain	  and	  network	  size,	  as	  connectance	  decreases	  as	  network	  size	  increases.	  Connectance	  decreased	  with	  rainfall	  (F(1,21)	  =	  7.90,	  P	  <	  0.01,	  r2	  =	  0.24;	  Fig.	  4-­‐2c)	  .	  Species	  showed	  an	  increase	  in	  H2’	  specialisation	  with	  higher	  rainfall	  (F(1,21)	  =	  11.55,	  P	  <	  0.01,	  r2	  =	  0.32;	  Fig.	  4-­‐2e)	  suggesting	  that	  visitors	  were	  more	  selective	  during	  wetter	  periods.	  H2’	  specialisation	  varied	  greatly,	  ranging	  between	  0.16	  and	  0.67.	  The	  level	  of	  modularity	  was	  not	  affected	  by	  rainfall	  (F(1,21)	  =	  0.26,	  P	  >	  0.05,	  r2	  =	  0.00;	  Fig.	  4-­‐2d)	  suggesting	  mechanisms	  independent	  of	  rainfall	  are	  important	  in	  driving	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modularity.	  Nestedness	  had	  a	  weak	  positive	  relationship	  with	  rainfall	  (F(1,21)	  =	  5.29,	  P	  <	  0.05,	  r2	  =	  0.16;	  Fig.	  4-­‐2f).	  	  
The	  inclusion	  of	  network	  size	  and	  Simpson’s	  diversity	  index	  into	  the	  multiple	  regression	  models	  did	  not	  improve	  the	  relationship	  of	  recent	  rainfall	  and	  specialisation	  and	  modularity,	  suggesting	  that	  rain	  changes	  specialisation	  beyond	  what	  would	  be	  expect	  based	  on	  network	  size.	  The	  best	  model	  (as	  determined	  by	  AICc)	  for	  connectance	  included	  only	  network	  size	  and	  Simpson’s	  diversity	  (F(2,20)	  =	  21.32,	  P	  <	  0.001,	  r2	  =	  0.65).	  As	  predicted,	  network	  size	  and	  connectance	  had	  a	  negative	  relationship,	  as	  did	  Simpson’s	  diversity	  and	  connectance.	  Network	  size	  and	  Simpson’s	  diversity	  was	  also	  the	  model	  best	  explaining	  variation	  in	  nestedness	  (F(2,20)	  =	  13.53,	  P	  <	  0.001,	  r2	  =	  0.53).	  Network	  size	  positively	  affected	  nestedness	  but	  negatively	  affected	  Simpson’s	  diversity.	  Therefore,	  changes	  observed	  in	  connectance	  and	  nestedness	  in	  relation	  to	  rainfall	  was	  being	  driven	  through	  network	  size.	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Fig.	  4-­‐2.	  Relationship	  between	  the	  previous	  9	  months	  cumulative	  rainfall	  and	  (log)network	  size	  (a),	  Simpson’s	  diversity	  (b),	  connectance	  (c),	  modularity	  (d),	  H2’	  specialisation	  (e),	  and	  nestedness	  (f).	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Species	  composition	  
Composition	  of	  networks	  differed	  significantly	  among	  times,	  sites	  and	  locations	  (PERMANOVA;	  Time:	  F(2,6)	  =	  13.18,	  P	  <	  0.01;	  Site:	  F(2,3)	  =	  3.96,	  P	  <	  0.001;	  Location:	  F(3,36)	  =	  1.33,	  P	  <	  0.05;	  A4-­‐1,	  A4-­‐2).	  The	  relationships	  among	  networks	  depicted	  in	  the	  ordination	  (Fig.	  4-­‐3)	  shows	  that	  sampling	  time	  was	  more	  important	  than	  sampling	  site	  or	  location	  in	  determining	  species	  composition	  of	  networks,	  supporting	  the	  idea	  that	  rain	  is	  a	  principle	  driver	  of	  community	  structure.	  Locations	  within	  each	  site	  were	  generally	  more	  similar	  to	  each	  other	  than	  to	  other	  sites.	  The	  two	  June	  samples	  (2010	  and	  2011)	  were	  distinctly	  different	  in	  composition,	  contrasting	  expectations	  from	  seasonal	  environments.	  November	  2010	  and	  June	  2011	  networks	  shared	  the	  least	  number	  of	  flower-­‐visitor	  species	  (11.6	  ±	  3.6%)	  while	  June	  2010	  and	  June	  2011	  shared	  the	  greatest	  (15.7	  ±	  4.0%),	  but	  the	  proportion	  of	  shared	  species	  among	  sampling	  times	  did	  not	  differ	  significantly	  (ANOVA;	  F(2,15)	  =	  2.09,	  P	  >	  0.05).	  June	  and	  November	  2010	  networks	  shared	  the	  greatest	  proportion	  of	  plant	  species	  (34.5	  ±	  4.7%)	  while	  November	  2010	  and	  June	  2011	  shared	  the	  least	  (25.7	  ±	  1.8%).	  Proportions	  of	  shared	  plant	  species	  among	  sampling	  times	  did	  not	  significantly	  differ	  (ANOVA;	  F(2,15)	  =	  1.49,	  P	  >	  0.05).	  	  
	  
Chapter	  4:	  Rain-­‐driven	  changes	  in	  network	  structure	  
115	  
	  
Fig.	  4-­‐3.	  Non	  metric	  multidimensional	  scaling	  (nMDS)	  of	  the	  composition	  of	  the	  flower-­‐visitor	  assemblages	  for	  each	  location	  at	  each	  site	  for	  June	  2010	  (black),	  November	  2010	  (red),	  and	  June	  2011	  (blue).	  
Discussion	  
Interactions	  are	  dynamic	  as	  a	  result	  of	  changes	  in	  the	  structure	  of	  ecological	  communities.	  Therefore,	  interaction	  networks	  will	  re-­‐structure,	  potentially	  disrupting	  ecosystem	  function	  if	  network	  structures	  that	  bestow	  resilience	  or	  persistence	  of	  function	  such	  as	  nestedness	  change.	  My	  aim	  was	  to	  quantify	  the	  relative	  role	  of	  rain	  and	  changes	  in	  species	  richness	  as	  drivers	  of	  network	  structure.	  	  
The	  previous	  nine	  months	  cumulative	  rainfall	  had	  a	  strong	  effect	  on	  network	  structure	  by	  affecting	  network	  size,	  specialisation,	  connectance	  and	  nestedness.	  My	  findings	  indicate	  that	  altered	  rainfall	  patterns	  under	  climate	  change	  will	  alter	  network	  function.	  Connectance	  and	  nestedness	  responsed	  to	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rainfall	  and	  network	  size	  that	  was	  consistent	  with	  the	  idea	  that	  the	  rainfall	  –	  network	  size	  relationship	  will	  drive	  changes	  in	  network	  structure.	  Changes	  in	  rainfall	  will	  have	  far-­‐reaching	  effects	  on	  network	  function,	  as	  community	  structure	  influences	  several	  network	  structural	  properties	  such	  as	  degree	  distribution,	  degree	  asymmetry	  and	  interaction	  strength	  asymmetry	  (Jordano	  1987,	  Olesen	  and	  Jordano	  2002,	  Olesen	  et	  al.	  2006,	  Dormann	  et	  al.	  2009).	  In	  addition,	  the	  response	  of	  specialisation	  suggests	  that	  rainfall	  will	  also	  have	  unique	  impacts	  independent	  of	  changes	  in	  network	  size,	  and	  also	  suggests	  that	  recent	  rainfall	  is	  an	  important	  driver	  of	  current	  specialisation	  aspects	  of	  network	  structure.	  Conversely,	  other	  mechanisms	  are	  important	  drivers	  of	  interaction	  patterns	  between	  species	  that	  give	  rise	  to	  modularity	  in	  networks.	  
While	  the	  effect	  of	  rainfall	  and	  network	  size	  on	  connectance	  and	  nestedness	  is	  expected	  (Olesen	  and	  Jordano	  2002,	  Bascompte	  et	  al.	  2003),	  this	  is	  the	  first	  known	  example	  of	  Simpsons’	  diversity	  contributing	  to	  connectance	  or	  nested	  structure.	  It	  is	  to	  be	  expected	  though,	  as	  in	  the	  case	  of	  nestedness,	  low	  diversity	  leads	  to	  asymmetric	  marginal	  totals,	  increasing	  nestedness	  (Dormann	  et	  al.	  2009).	  Nestedness	  has	  also	  been	  suggested	  to	  reduce	  competition	  between	  species	  (Bastolla	  et	  al.	  2009)	  and	  would	  account	  for	  the	  positive	  relationship	  between	  network	  size	  and	  nestedness.	  The	  positive	  relationship	  between	  rain	  and	  specialisation	  suggests	  community	  structure	  other	  than	  network	  size	  and	  diversity,	  are	  important	  drivers	  of	  specialisation.	  For	  instance,	  it	  is	  likely	  that	  specialisation	  could	  vary	  depending	  on	  the	  species	  composition	  if,	  for	  example,	  specialist	  visitors	  emerge	  only	  during	  high	  rainfall	  periods	  as	  a	  safe-­‐guard	  that	  their	  required	  plant	  species	  is	  flowering.	  This	  is	  beyond	  the	  scope	  of	  this	  investigation,	  but	  remains	  a	  possibility	  as	  compositional	  differences	  among	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sampling	  times	  was	  present.	  My	  findings	  also	  support	  previous	  studies	  that	  report	  H2’	  specialisation	  to	  be	  independent	  of	  network	  size	  (Blüthgen	  et	  al.	  2007,	  Dormann	  et	  al.	  2009).	  Modularity	  has	  previously	  been	  found	  to	  have	  a	  weak	  negative	  relationship	  with	  latitude	  (Trøjelsgaard	  and	  Olesen	  2013),	  which	  if	  the	  underlying	  mechanism	  is	  the	  change	  in	  species	  richness	  with	  latitude,	  indicates	  networks	  become	  more	  modular	  with	  increased	  species	  richness.	  However,	  I	  observe	  no	  change	  in	  modularity.	  Olesen	  et	  al.	  (2007)	  found	  that	  modularity	  was	  present	  in	  all	  pollination	  networks	  with	  more	  than	  150	  species	  but	  not	  in	  any	  with	  less	  than	  50	  species,	  indicating	  the	  importance	  of	  modular	  structure	  for	  incorporating	  many	  species	  into	  a	  community.	  Modularity	  is	  believed	  to	  be	  functionally	  important	  in	  interaction	  networks	  by	  limiting	  the	  spread	  of	  peturbations	  (Guimerà	  and	  Amaral	  2005,	  Olesen	  et	  al.	  2007)	  and	  nestedness	  to	  confer	  stability	  to	  networks	  by	  building	  in	  redundancy	  of	  species	  (Memmott	  et	  al.	  2004,	  Bascompte	  and	  Jordano	  2007).	  My	  findings	  suggest	  that	  while	  network	  resilience	  through	  modularity	  is	  independent	  of	  variation	  in	  recent	  rainfall	  and	  community	  structure,	  resilience	  through	  nestedness	  is	  not.	  
My	  sampling	  regime	  allowed	  me	  to	  assess	  the	  changes	  in	  community	  and	  network	  structure	  over	  time	  and	  space.	  Rainfall	  driven	  temporal	  differences	  in	  species	  composition	  were	  larger	  than	  spatial	  variation	  between	  sites	  or	  locations.	  This	  suggests	  that	  sampling	  over	  long	  time	  scales	  is	  required	  to	  characterise	  flower-­‐visitor	  communities.	  Also,	  locations	  within	  sites	  were	  generally	  more	  similar	  to	  each	  other	  in	  species	  composition,	  but	  network	  properties	  were	  not	  consistently	  more	  similar	  between	  locations	  within	  each	  site.	  	  This	  highlights	  that	  network	  properties	  are	  highly	  variable	  and	  most	  likely	  a	  result	  of	  stochastic	  differences	  between	  locations	  and	  sites,	  with	  rain	  as	  an	  overarching	  driver.	  This	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suggests	  that	  spatio-­‐temporal	  autocorrelation	  of	  network	  and	  community	  structure	  plays	  a	  minor	  role	  in	  my	  results,	  but	  its	  effects	  cannot	  be	  ruled	  out	  as	  sites	  were	  resampled.	  More	  generally,	  my	  findings	  suggest	  that	  care	  needs	  to	  be	  taken	  when	  comparing	  networks,	  as	  the	  observed	  properties	  may	  be	  unique	  to	  that	  specific	  time	  and	  place.	  For	  instance,	  within	  my	  study	  sites,	  H2’	  specialisation	  varied	  to	  the	  same	  extent	  as	  on	  a	  global	  scale	  (Schleuning	  et	  al.	  2012).	  Other	  spatio	  –	  temporal	  studies	  conclude	  that	  composition	  varies	  but	  structure	  remains	  relatively	  constant	  (Alarcón	  et	  al.	  2008,	  Petanidou	  et	  al.	  2008,	  Dupont	  et	  al.	  2009).	  Highly	  variable	  network	  structure	  may	  well	  be	  a	  unique	  property	  of	  pulse-­‐reserve	  systems,	  given	  that	  community	  structure	  is	  largely	  driven	  by	  rain	  events,	  and	  considering	  that	  few	  other	  published	  flower-­‐visitation	  networks	  exist	  from	  pulse-­‐reserve	  systems	  (Vázquez	  et	  al.	  2009,	  Chacoff	  et	  al.	  2012).	  It	  is	  also	  possible	  that	  previous	  studies	  failed	  to	  capture	  spatio-­‐temporal	  variation	  in	  network	  structure	  by	  sampling	  on	  inappropriate	  scales.	  For	  instance,	  sampling	  over	  long	  temporal	  periods	  can	  include	  species	  that	  will	  never	  have	  the	  opportunity	  to	  interact,	  increasing	  forbidden	  links	  (Vázquez	  et	  al.	  2009a),	  thereby	  increasing	  network	  size	  and	  decreasing	  connectance,	  so	  that	  these	  measures	  do	  not	  reflect	  network	  function.	  Our	  understanding	  of	  the	  assembly	  processes	  of	  mutualistic	  networks	  requires	  sampling	  over	  correct	  scales.	  
Recent	  rainfall	  was	  a	  strong	  driver	  of	  network	  size	  and	  species	  composition.	  Specialisation,	  nestedness	  and	  connectance	  were	  also	  affected	  by	  rain,	  and	  I	  expect	  that	  other	  network	  properties	  that	  depend	  on	  various	  aspects	  of	  community	  structure	  and	  connectance	  (Dormann	  et	  al.	  2009)	  to	  also	  be	  affected	  by	  rain,	  but	  through	  various	  indirect	  pathways.	  Previous	  studies	  have	  also	  reported	  effects	  of	  climate	  on	  flower—visitor	  networks.	  Gonzalez	  et	  al.	  (2009)	  found	  rainfall	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significantly	  affected	  the	  composition	  of	  pollinator	  assemblages.	  Mean	  annual	  rainfall	  has	  been	  found	  to	  positively	  correlate	  with	  specialisation	  in	  plant-­‐hummingbird	  networks	  (Dalsgaard	  et	  al.	  2011),	  and	  weakly	  correlate	  with	  	  modularity	  and	  nestedness	  in	  flower-­‐visitor	  networks	  (Trøjelsgaard	  and	  Olesen	  2013).	  The	  increase	  in	  extreme	  climatic	  events	  predicted	  under	  climate	  change	  (IPCC	  2007)	  is	  likely	  to	  have	  profound	  effects	  on	  interaction	  networks	  potentially	  beyond	  that	  of	  changes	  in	  averages	  (Thibault	  and	  Brown	  2008,	  Gilman	  et	  al.	  2010).	  The	  importance	  of	  extreme	  events	  as	  primary	  drivers	  of	  community	  processes,	  as	  in	  pulse-­‐reserve	  systems,	  will	  increase	  under	  climate	  change	  predictions,	  so	  we	  can	  expect	  networks	  to	  also	  be	  affected.	  Australia’s	  arid	  zone	  is	  expected	  to	  become	  even	  more	  extreme	  (IPCC	  2007),	  with	  rainfall	  events	  of	  greater	  magnitude,	  but	  also	  longer	  droughts.	  According	  to	  this	  study,	  this	  will	  create	  larger	  flower-­‐visitor	  networks.	  	  
The	  relationship	  between	  abiotic	  factors,	  community	  structure,	  and	  ecosystem	  function	  is	  complex	  but	  necessary	  to	  understand	  and	  predict	  the	  effects	  of	  environmental	  change	  on	  ecosystem	  function.	  I	  have	  shown	  how	  recent	  rainfall	  affects	  the	  flower-­‐visitor	  community	  and	  network	  structure	  over	  time	  and	  space.	  My	  results	  also	  suggest	  that	  there	  are	  other	  mechanisms	  driving	  network	  structure,	  as	  rain,	  network	  size	  and	  Simpson’s	  diversity,	  in	  the	  best	  case,	  explained	  65%	  of	  the	  variation	  in	  connectance,	  while	  unimportant	  to	  modularity.	  Previous	  studies	  have	  tested	  and	  outlined	  numerous	  processes	  by	  which	  structure	  is	  generated	  in	  flower-­‐visitor	  networks,	  such	  as	  abundance	  distributions,	  trait	  matching	  and	  phylogenetic	  relatedness	  (Bascompte	  and	  Jordano	  2007,	  Vázquez	  et	  al.	  2009a).	  Although	  I	  focus	  on	  species	  richness	  and	  diversity,	  we	  require	  an	  understanding	  of	  how	  the	  mechanisms	  that	  drive	  network	  structure	  interact	  with	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each	  other	  in	  order	  to	  predict	  network	  function	  under	  different	  climate.	  In	  Chapter	  5,	  I	  take	  the	  next	  step	  by	  identifying	  the	  neutral	  and	  trait-­‐mediated	  mechanisms	  that	  underpin	  the	  changes	  in	  network	  structure	  and	  species	  role	  within	  a	  network.	  Ultimately,	  predictions	  about	  the	  fate	  of	  species	  under	  global	  change	  requires	  an	  understanding	  of	  the	  mechanisms	  that	  link	  the	  abiotic	  environment	  with	  community	  structure,	  with	  ecosystem	  function.	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Left	  -­‐	  Lipotriches	  flavoviridis	  (Halictidae)	  visiting	  a	  Calandrinia	  balonensis	  (Portulacaceae)	  flower.	  Right	  -­‐	  A	  bloom	  of	  Trachymene	  glaucifolia	  (Araliaceae).	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Abstract	  
Ecological	  systems	  have	  varying	  capacities	  to	  cope	  with	  disturbance,	  but	  future	  environmental	  conditions	  will	  place	  communities	  under	  increasing	  stress.	  Networks	  of	  species	  interactions	  play	  an	  important	  role	  in	  the	  maintenance	  of	  biodiversity,	  ecosystem	  response	  to	  perturbation	  and	  represent	  vital	  ecosystem	  functions.	  Flower-­‐visitor	  interaction	  networks	  are	  non-­‐randomly	  structured	  by	  neutral	  and	  trait-­‐mediated	  processes,	  but	  as	  ecological	  communities	  change,	  network	  structure	  also	  changes,	  and	  it	  is	  not	  clear	  how	  network	  function	  will	  be	  maintained.	  I	  investigate	  the	  mechanisms	  through	  which	  rainfall	  determines	  network	  structure	  and	  species	  role	  in	  a	  pulse-­‐reserve	  system,	  using	  a	  spatio-­‐temporally	  resolved	  set	  of	  18	  flower-­‐visitor	  networks.	  Flower-­‐visitor	  network	  structure	  responds	  to	  rain-­‐driven	  changes	  in	  flowering	  intensity,	  with	  a	  disproportionate	  increase	  in	  visitor	  species	  compared	  to	  plant	  species.	  Increases	  in	  visitor	  and	  plant	  species	  richness	  are	  incorporated	  by	  the	  network	  differently,	  with	  visitors	  driving	  the	  size	  of	  modules	  and	  plant	  species	  driving	  the	  number	  of	  modules.	  Flowering	  intensity	  increases	  the	  number	  of	  links	  per	  species,	  leading	  to	  an	  increase	  in	  the	  proportion	  of	  connectors	  and	  a	  corresponding	  decrease	  in	  the	  proportion	  of	  ultra-­‐peripherals	  per	  network.	  In	  addition,	  as	  rainfall	  increased,	  morphological	  complementarity	  increased	  among	  species	  assemblages,	  leading	  to	  more	  connectors	  and	  fewer	  ultra-­‐peripherals.	  I	  conclude	  that	  recent	  rainfall	  stimulates	  changes	  in	  flowering	  intensity	  and	  species	  richness,	  which	  directly	  changes	  network	  structure	  and	  the	  role	  of	  species.	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Introduction	  
Species	  interactions	  in	  an	  ecological	  community	  play	  an	  integral	  role	  in	  the	  persistence	  of	  ecological	  systems	  (Bascompte	  and	  Jordano	  2007,	  Tylianakis	  et	  al.	  2008),	  and	  are	  pivotal	  in	  the	  delivery	  of	  vital	  ecosystem	  functions	  such	  as	  pollination.	  Pollination	  interactions	  occur	  within	  a	  community	  context	  where	  most	  plant	  species	  are	  visited	  by	  several	  visitor	  species	  and	  most	  animal	  species	  visit	  several	  plant	  species	  (Waser	  et	  al.	  1996),	  and	  so	  can	  be	  studied	  as	  an	  interaction	  network	  (Memmott	  1999).	  Pollination	  networks	  are	  organised	  in	  distinct	  ways,	  displaying	  structural	  properties	  such	  as	  nestedness,	  asymmetric	  dependencies	  and	  modularity	  (Jordano	  et	  al.	  2003,	  Bascompte	  et	  al.	  2006,	  Olesen	  et	  al.	  2007).	  These	  structures	  are	  functionally	  important	  to	  the	  coexistence	  of	  species,	  as	  they	  determine	  the	  effects	  of	  perturbations	  such	  as	  the	  loss	  of	  species	  (Bascompte	  and	  Jordano	  2007,	  Vázquez	  et	  al.	  2009a).	  Nested	  networks	  for	  example,	  are	  more	  tolerant	  to	  random	  species	  extinction,	  while	  modularity	  can	  limit	  the	  cascading	  effects	  of	  species	  loss	  (Memmott	  et	  al.	  2004,	  Guimerà	  and	  Amaral	  2005).	  Interaction	  patterns	  among	  species	  in	  networks,	  which	  give	  rise	  to	  structure,	  are	  shaped	  by	  neutral	  and	  trait-­‐driven	  processes	  which	  are	  not	  mutually	  exclusive.	  Under	  neutral	  processes,	  all	  individuals	  have	  the	  same	  likelihood	  of	  interacting	  so	  the	  number	  of	  links	  and	  interactions	  of	  a	  species	  will	  be	  directly	  proportional	  to	  their	  abundance	  or	  the	  duration	  of	  their	  activity.	  Trait-­‐mediated	  processes	  change	  the	  likelihood	  that	  some	  species	  will	  interact	  as	  interactions	  depend	  on	  species	  traits	  such	  as	  the	  morphology	  of	  flowers	  and	  visitors,	  the	  quality	  and	  quantity	  of	  nectar,	  or	  visitor	  behaviour	  (Rezende	  et	  al.	  2007a,	  Santamaría	  and	  Rodríguez-­‐Gironés	  2007,	  Stang	  et	  al.	  2007,	  Stang	  et	  al.	  2009).	  Therefore,	  community	  structure	  
Chapter	  5:	  Mechanisms	  of	  change	  in	  flower-­‐visitor	  networks	  
	  124	  
(species	  richness,	  abundance	  and	  composition)	  plays	  an	  important	  role	  in	  determining	  network	  properties	  (e.g.	  size,	  nestedness,	  specialisation).	  However,	  ecological	  communities	  are	  dynamic,	  which	  means	  network	  structure	  is	  also	  dynamic.	  For	  example,	  environmental	  variation	  can	  alter	  communities	  through	  phenological	  differences	  among	  species.	  This	  raises	  the	  fundamental	  question	  of	  how	  function	  is	  maintained	  when	  community	  structure	  changes.	  Answering	  this	  question	  requires	  an	  understanding	  of	  the	  effects	  of	  community	  structure	  on	  network	  structure,	  and	  the	  mechanisms	  that	  incorporate	  changes	  of,	  for	  example,	  species	  richness,	  abundance	  and	  composition.	  Tracking	  the	  natural	  assembly	  and	  disassembly	  of	  networks	  provides	  an	  ideal	  framework	  to	  investigate	  how	  community	  dynamics	  respond	  to	  extrinsic	  processes	  and	  the	  flow-­‐on	  effects	  for	  network	  structure.	  
Empirical	  studies	  and	  models	  show	  that	  community	  structure	  is	  an	  important	  driver	  of	  network	  patterns	  (e.g.	  Olesen	  and	  Jordano	  2002,	  Vázquez	  et	  al.	  2007,	  Stang	  et	  al.	  2009).	  The	  number	  of	  plant	  and	  visitor	  species	  (termed	  network	  size	  when	  combined)	  and	  their	  relative	  abundances	  determine	  many	  network	  properties	  such	  as	  connectance,	  degree	  distribution,	  interaction	  strength	  asymmetry,	  and	  nestedness	  (Dormann	  et	  al.	  2009,	  Vázquez	  et	  al.	  2009a).	  Network	  structure	  can	  also	  be	  affected	  by	  species	  composition	  through	  trait-­‐mediated	  processes.	  For	  instance,	  nectar	  access	  can	  restrict	  visitors	  of	  certain	  size	  (trait	  barriers),	  preventing	  the	  occurrence	  of	  certain	  interactions	  (forbidden	  links)	  which	  will	  reduce	  network	  connectance	  (Olesen	  et	  al.	  2011).	  By	  restricting	  the	  number	  of	  visitors	  and	  interactions,	  trait	  barriers	  can	  also	  affect	  levels	  of	  nestedness	  and	  degree	  asymmetry	  (Stang	  et	  al.	  2006,	  2007).	  The	  importance	  of	  trait	  processes	  will	  vary	  as	  changes	  in	  species	  composition	  determine	  trait-­‐space.	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Modularity	  has	  also	  been	  described	  as	  being	  trait	  driven,	  if	  species	  with	  similar	  traits	  are	  packed	  into	  the	  same	  modules,	  and	  some	  evidence	  has	  been	  found	  to	  support	  this	  (Olesen	  et	  al.	  2007,	  Bosch	  et	  al.	  2009,	  Dupont	  and	  Olesen	  2009,	  Mello	  et	  al.	  2013).	  Modules	  can	  also	  form	  along	  phenological	  patterns,	  if	  sampling	  crosses	  phenological	  boundaries	  of	  species	  in	  the	  community.	  These	  boundaries	  can	  occur	  between	  night	  and	  day	  (Devoto	  et	  al.	  2011),	  or	  during	  a	  flowering	  season	  (Bosch	  et	  al.	  2009).	  Regardless	  of	  whether	  the	  processes	  that	  shape	  network	  structure	  are	  neutral	  or	  trait-­‐mediated,	  the	  dynamic	  nature	  of	  ecological	  communities	  will	  dictate	  changes	  in	  networks.	  
Network	  topology	  also	  dictates	  that	  the	  importance	  of	  species	  will	  vary	  depending	  on	  the	  pattern	  of	  their	  links	  within	  the	  flower-­‐visitor	  network	  (Guimerà	  and	  Amaral	  2005).	  It	  is	  possible	  to	  attribute	  a	  particular	  network	  role	  to	  a	  species	  (Guimerà	  and	  Amaral	  2005,	  Olesen	  et	  al.	  2007).	  Species	  with	  the	  same	  role	  share	  a	  similar	  pattern	  of	  links	  in	  the	  network,	  meaning	  they	  influence	  network	  structure	  in	  similar	  ways.	  Based	  on	  the	  pattern	  of	  links	  within	  and	  between	  modules,	  several	  roles	  can	  be	  identified.	  Hubs	  are	  species	  that	  have	  many	  connections	  to	  species	  within,	  and	  outside	  of,	  their	  own	  module.	  Connectors	  act	  as	  network	  ‘glues’	  which	  connect	  several	  modules	  together.	  Peripheral	  species	  have	  several	  links	  mostly	  within	  their	  own	  module,	  and	  ultra-­‐peripheral	  species	  have	  one	  or	  two	  links	  only	  to	  species	  within	  their	  module.	  	  
Species	  roles	  are	  not	  equivalent	  in	  terms	  of	  how	  they	  affect	  the	  network:	  losing	  a	  hub	  would	  lead	  to	  the	  loss	  of	  numerous	  specialists	  that	  are	  constrained	  by	  traits	  to	  interact	  with	  only	  that	  given	  hub.	  Given	  the	  importance	  of	  a	  hub	  as	  the	  centre	  of	  a	  module	  (Olesen	  et	  al.	  2007),	  losing	  a	  hub	  would	  also	  lead	  to	  the	  loss	  of	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that	  module.	  Conversely,	  losing	  an	  ultra-­‐peripheral	  will	  not	  usually	  cause	  secondary	  losses	  or	  change	  network	  structure	  (Guimerà	  and	  Amaral	  2005).	  Species	  roles	  are	  also	  theoretically	  determined	  by	  neutral	  and	  trait	  processes,	  and	  some	  evidence	  exists	  for	  both	  (Bosch	  et	  al.	  2009,	  Mello	  et	  al.	  2013).	  The	  proportion	  of	  species	  in	  each	  role	  in	  network	  has	  been	  described	  as	  relatively	  stable	  despite	  changes	  in	  network	  size	  (Dupont	  and	  Olesen	  2012).	  Theoretically,	  network	  structure	  could	  affect	  species	  roles:	  greater	  connectance	  for	  a	  given	  network	  size,	  such	  as	  during	  greater	  flowering	  intensity,	  could	  lead	  to	  a	  higher	  proportion	  of	  hubs	  or	  connectors.	  	  However,	  no	  evidence	  of	  this	  yet	  exists.	  	  
While	  progress	  has	  been	  made	  in	  understanding	  flower-­‐visitor	  networks	  in	  seasonally	  predictable	  landscapes	  such	  as	  alpine,	  temperate	  and	  tropical	  environments	  (Lundgren	  and	  Olesen	  2005,	  Alarcón	  et	  al.	  2008,	  Kato	  et	  al.	  2008,	  Petanidou	  et	  al.	  2008,	  Dupont	  et	  al.	  2009,	  Chacoff	  et	  al.	  2012),	  findings	  from	  such	  studies	  may	  have	  limited	  application	  in	  understanding	  network	  dynamics	  in	  temporally	  unpredictable	  environments.	  Arid	  systems	  are	  dominated	  by	  their	  scarcity	  of	  moisture	  and	  the	  limits	  this	  places	  on	  biological	  activity.	  In	  addition	  to	  being	  scarce,	  rainfall	  is	  temporally	  and	  spatially	  highly	  variable,	  and	  often	  occurs	  as	  discrete	  extreme	  events	  (Noy-­‐Meir	  1973,	  Stafford	  Smith	  2008).	  Therefore,	  biological	  activity	  is	  mostly	  restricted	  to	  these	  unpredictable	  periods	  of	  moisture	  availability,	  including	  patterns	  of	  phenology	  (which	  will	  determine	  species	  richness,	  abundance	  and	  composition)	  (Chesson	  et	  al.	  2004).	  Plants	  must	  take	  the	  opportunity	  to	  germinate,	  grow	  and	  reproduce	  together	  regardless	  of	  the	  time	  of	  year.	  This	  is	  in	  contrast	  to	  other	  environments,	  such	  as	  temperate	  or	  alpine	  systems,	  where	  flowering	  phenology	  typically	  follows	  repeated	  annual	  patterns,	  cued	  to	  temperature	  or	  photoperiod	  (Inouye	  2008).	  Tracking	  the	  network	  changes	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that	  come	  with	  rain-­‐driven	  resource	  pulses	  allows	  the	  investigation	  of	  how	  community	  dynamics	  affect	  network	  structure	  and	  function.	  	  
Furthermore,	  communities	  are	  expected	  to	  become	  more	  dynamic	  as	  climate	  change	  drastically	  alters	  the	  available	  moisture	  in	  many	  ecosystems	  by	  increasing	  the	  intensity	  of	  extreme	  climatic	  events,	  leading	  to	  longer	  droughts	  but	  higher	  intensity	  rainfall	  events	  (IPCC	  2007,	  Knapp	  et	  al.	  2008).	  Indeed,	  increasing	  frequency	  of	  extreme	  rainfall	  and	  longer	  droughts	  has	  already	  been	  measured	  in	  arid	  Australia	  (Greenville	  et	  al.	  2012).	  	  Despite	  being	  episodic	  and	  brief,	  extreme	  events	  are	  likely	  to	  have	  profound	  effects	  on	  interaction	  networks	  potentially	  beyond	  that	  of	  changes	  in	  averages	  (Thibault	  and	  Brown	  2008,	  Gilman	  et	  al.	  2010,	  Popic	  and	  Wardle	  2012).	  Our	  ability	  to	  predict	  the	  response	  of	  ecological	  communities	  to	  climate	  change	  will	  depend	  on	  understanding	  the	  response	  of	  network	  structure	  and	  function	  to	  current	  extreme	  climatic	  events.	  
In	  this	  study,	  I	  seek	  to	  identify	  the	  mechanisms	  underpinning	  rain-­‐driven	  changes	  in	  the	  structure	  of	  flower-­‐visitor	  networks.	  I	  do	  this	  by	  studying	  flower-­‐visitor	  networks	  in	  an	  pulse-­‐reserve	  system	  in	  arid	  Australia,	  where	  the	  variability	  in	  rainfall	  is	  amongst	  the	  greatest	  in	  the	  world	  (van	  Etten	  2009).	  I	  aim	  to	  answer	  three	  broad	  questions:	  1)	  How	  does	  community	  structure	  (species	  richness	  	  and	  flowering	  intensity)	  change	  with	  rain?;	  2)	  What	  is	  the	  response	  of	  network	  structure	  (network	  size,	  the	  number	  and	  size	  of	  modules,	  and	  the	  connectivity	  of	  species)	  to	  rain-­‐driven	  changes	  in	  community	  structure?;	  and	  3)	  How	  do	  changes	  in	  network	  and	  community	  structure	  affect	  species	  roles?	  I	  expect	  rain	  driven	  increases	  in	  species	  richness	  and	  flowering	  intensity	  will	  increase	  network	  size	  and	  connectivity	  of	  species	  in	  networks.	  An	  increase	  in	  the	  size	  of	  networks	  can	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either	  be	  incorporated	  into	  the	  network	  by	  an	  increase	  in	  the	  size,	  the	  number,	  or	  a	  combination	  of	  size	  and	  number	  of	  modules.	  As	  networks	  become	  more	  connected,	  the	  predict	  the	  proportion	  of	  poorly	  linked	  species	  (ultraperipherals)	  will	  decrease	  while	  the	  proportion	  of	  well-­‐connected	  species	  (hubs)	  will	  increase.	  To	  answer	  these	  questions,	  I	  first	  quantify	  the	  response	  of	  the	  flower-­‐visitor	  community	  to	  recent	  rainfall	  in	  terms	  of	  species	  richness	  and	  flowering	  intensity.	  	  I	  then	  determine	  how	  changes	  in	  species	  richness	  affect	  the	  modular	  structure	  of	  networks.	  The	  next	  step	  is	  to	  test	  the	  effect	  of	  network-­‐level	  flowering	  intensity	  on	  the	  proportions	  of	  species	  belonging	  to	  each	  role.	  Finally,	  I	  determine	  the	  importance	  of	  species	  traits	  such	  as	  flower	  and	  visitor	  size,	  nectar	  rewards	  and	  floral	  symmetry	  as	  mechanisms	  that	  determine	  the	  role	  of	  species	  within	  a	  network.	  I	  conclude	  that	  rain-­‐driven	  changes	  in	  community	  structure	  are	  important	  determinants	  of	  network	  structure	  and	  species	  roles	  through	  a	  variety	  of	  neutral	  and	  trait-­‐mediated	  mechanisms.	  
Methods	  
Study	  system	  The	  study	  was	  conducted	  in	  the	  north-­‐eastern	  Simpson	  Desert,	  south-­‐western	  Queensland,	  Australia,	  on	  Cravens	  Peak	  and	  Ethabuka	  nature	  reserves	  and	  Carlo	  cattle	  station.	  The	  dominant	  landforms	  are	  long	  parallel	  sand	  dunes,	  8-­‐10	  m	  high,	  divided	  by	  interdune	  valleys	  (swales).	  The	  hummock	  grass,	  Triodia	  basedowii	  (Poaceae;	  spinifex)	  is	  dominant	  across	  the	  dune	  swales	  but	  less	  so	  on	  crests	  where	  shrub	  species	  (e.g.	  several	  Acacia,	  Grevillea	  and	  many	  in	  the	  Fabaceae)	  are	  common,	  along	  with	  a	  suite	  of	  ephemeral	  forbs	  and	  herbs	  that	  appear	  after	  rain.	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There	  are	  no	  introduced	  plant	  or	  flower-­‐visitor	  species	  at	  the	  study	  sites,	  notably,	  no	  introduced	  European	  Honeybee	  Apis	  mellifera	  (Apidae).	  The	  Simpson	  Desert	  is	  classified	  as	  a	  hot,	  dry	  desert,	  with	  average	  annual	  rainfall	  between	  100	  mm	  and	  150	  mm	  (Purdie	  1984).	  However,	  precipitation	  is	  highly	  variable	  by	  world	  standards	  (van	  Etten	  2009),	  and	  historical	  records	  from	  the	  region	  show	  that	  annual	  rainfall	  has	  ranged	  from	  <	  50	  mm	  to	  over	  800	  mm	  over	  the	  past	  120	  years	  (Chapter	  4).	  Large,	  unpredictable	  rain	  events	  structure	  the	  environment	  and	  sustain	  high	  levels	  of	  biomass,	  creating	  relatively	  short	  ‘boom’	  periods,	  and,	  once	  available	  moisture	  has	  diminished,	  return	  to	  relatively	  long	  ‘bust’	  periods	  (Morton	  et	  al.	  2011).	  ‘Booms’	  are	  years	  where	  rainfall	  exceeds	  the	  90th	  quantile,	  which	  typically	  happens	  every	  10	  years	  (Greenville	  et	  al.	  2012).	  The	  length	  of	  a	  ‘boom’	  depends	  on	  the	  amount	  and	  timing	  of	  rainfall	  but	  can	  last	  between	  six	  and	  12	  months.	  
Rainfall	  Daily	  on-­‐site	  rainfall	  was	  measured	  by	  automatic	  weather	  stations	  (Environdata,	  Warwick,	  Queensland)	  located	  at	  each	  site.	  Nine	  month	  cumulative	  rainfall	  was	  used	  as	  the	  predictor	  of	  community	  and	  network	  structure	  as	  it	  was	  found	  to	  be	  the	  best	  predictor	  of	  network	  size	  (Chapter	  4).	  
Plant	  diversity	  and	  flowering	  intensity	  Vegetation	  along	  each	  transect	  was	  assessed	  during	  each	  sampling	  period	  (June	  2010,	  November	  2010,	  and	  June	  2011).	  Each	  plant	  species	  was	  scored	  between	  0-­‐5	  for	  flowering	  and	  abundance	  of	  plants	  in	  flower	  (0-­‐absent,	  5-­‐abundant).	  The	  scale	  used	  to	  score	  flowering	  intensity	  and	  abundance	  was	  a	  relative	  scale,	  which	  allowed	  for	  comparisons	  among	  plants	  and	  study	  sites.	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Counting	  individual	  flowers	  was	  impossible	  given	  the	  high	  variation	  in	  floral	  structure,	  number	  and	  overall	  display.	  The	  total	  flowering	  intensity	  of	  a	  species	  was	  represented	  by	  multiplying	  flowering	  and	  abundance	  scores.	  The	  total	  flowering	  intensity	  of	  a	  network	  was	  represented	  by	  adding	  the	  total	  flowering	  intensity	  for	  each	  plant	  species	  in	  the	  network.	  I	  developed	  this	  scale	  to	  allow	  for	  fast,	  effective	  scoring	  of	  flowering	  for	  each	  of	  the	  61	  species	  encountered	  during	  the	  study,	  and	  is	  easily	  interpreted	  (i.e.	  comparable)	  for	  those	  unfamiliar	  with	  the	  flowering	  species.	  The	  identification	  of	  species	  was	  checked	  against	  reference	  sets	  for	  the	  study	  sites,	  and	  voucher	  specimens	  were	  collected.	  Nomenclature	  follows	  Alexander	  (2005)	  and	  Urban	  (2001).	  
Flower	  –	  visitor	  sampling	  Sampling	  occurred	  in	  2010	  and	  2011	  to	  gather	  a	  collection	  of	  networks	  with	  varying	  rainfall	  histories,	  but	  during	  the	  post-­‐rain	  flowering	  periods	  (14	  to	  25	  June	  2010,	  12	  to	  24	  November	  2010,	  and	  22	  June	  to	  4	  July	  2011).	  Ideally,	  sampling	  would	  occur	  at	  periods	  of	  low,	  average,	  and	  high	  rainfall,	  however	  sampling	  could	  only	  occur	  after	  a	  substantial	  rain	  event	  (>50mm	  over	  several	  days)	  as	  otherwise	  there	  was	  no	  flowering.	  Flower	  -­‐	  visitor	  interactions	  were	  sampled	  by	  observing	  and	  collecting	  invertebrates	  visiting	  flowers.	  A	  visitation	  was	  defined	  as	  any	  physical	  contact	  between	  the	  insect	  and	  a	  flower,	  and	  no	  a	  priori	  decisions	  were	  made	  about	  probable	  pollinators.	  Visitors	  were	  caught	  using	  nets	  and	  plastic	  containers,	  and	  transferred	  into	  five	  millilitre	  vials	  for	  transportation.	  	  
Sampling	  occurred	  over	  2010	  –	  2011	  using	  a	  spatially-­‐nested	  design,	  consisting	  of	  three	  sites	  (FR,	  KS,	  and	  MC,	  approximately	  50	  km	  apart),	  with	  two	  locations	  (1	  km	  apart)	  at	  each	  site.	  At	  each	  location,	  four	  100	  m	  x	  5	  m	  belt	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transects,	  two	  on	  the	  dune	  crest	  and	  two	  in	  the	  swale,	  were	  placed	  to	  optimise	  representative	  flowering.	  Collectors	  sampled	  flower-­‐visitors	  from	  all	  plant	  species	  along	  transects	  for	  two	  hours	  and	  fulfilled	  these	  conditions:	  concurrent	  sampling	  of	  crest	  and	  swale	  between	  collectors,	  each	  transect	  sampled	  for	  30	  minutes	  by	  each	  collector,	  and	  collectors	  alternated	  dune	  zones.	  These	  measures	  helped	  negate	  any	  effect	  of	  collector	  bias.	  Net	  sampling	  at	  each	  site	  occurred	  for	  three	  consecutive	  days	  of	  fine	  weather	  in	  morning	  and	  afternoon	  sessions	  (June	  and	  July	  1100-­‐1300	  and	  1430-­‐1630,	  November	  900-­‐1100	  and	  1500-­‐1700),	  the	  timing	  of	  which	  varied	  to	  best	  match	  the	  diurnal	  activity	  patterns	  of	  invertebrates,	  and	  to	  avoid	  extreme	  midday	  heat.	  A	  total	  of	  432	  hours	  was	  spent	  collecting	  flower-­‐visitors	  in	  2010	  -­‐	  2011.	  Each	  location	  (nested	  within	  a	  site)	  was	  treated	  as	  a	  separate	  network,	  creating	  18	  spatially	  and	  temporally	  resolved	  networks	  from	  the	  2010	  –	  2011	  season.	  
Invertebrates	  were	  viewed	  under	  a	  dissecting	  microscope	  and	  sorted	  to	  morphospecies.	  Bees	  were	  identified	  to	  species	  by	  taxonomist	  Michael	  Batley	  at	  the	  Australian	  Museum,	  Sydney.	  Insects	  are	  currently	  stored	  at	  The	  University	  of	  Sydney	  and	  the	  Australian	  Museum.	  
Species	  traits	  Flower	  symmetry,	  flower	  size	  and	  nectar	  quantity	  were	  assessed	  for	  at	  least	  10	  flowers	  from	  31	  of	  the	  most	  common	  plant	  species	  over	  the	  entire	  sampling	  period.	  These	  31	  plant	  species	  accounted	  for	  over	  80%	  of	  all	  observed	  flower-­‐visitor	  interactions.	  Flower	  symmetry	  was	  classified	  as	  either	  actinomorphic	  or	  zygomorphic.	  Flower	  size	  was	  measured	  as	  the	  maximum	  width	  of	  the	  flower	  which	  a	  visitor	  could	  use	  to	  alight,	  and	  depending	  on	  the	  flower	  type,	  either	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individual	  flowers	  (e.g.	  Tephrosia	  rosea,	  Fabaceae)	  or	  whole	  inflorescences	  (e.g.	  
Trachymene	  glaucifolia,	  Araliaceae)	  were	  measured.	  Using	  a	  hand	  lens,	  standing	  nectar	  was	  quantified	  and	  grouped	  into	  one	  of	  three	  categories:	  absent,	  glisten,	  and	  more	  than	  a	  glisten,	  which	  was	  when	  nectar	  was	  pooling.	  Quantifying	  nectar	  in	  a	  meaningful	  way	  that	  reflects	  what	  a	  visitor	  will	  experience,	  is	  complicated	  by	  many	  factors	  (Willmer	  2011).	  For	  instance,	  the	  timing	  of	  nectar	  secretion,	  evaporation,	  variation	  between	  flowers,	  visitation	  history,	  and	  sampling	  error	  make	  nectar	  quantification	  and	  comparisons	  difficult.	  I	  was	  able	  to	  use	  micro-­‐capillary	  tubes	  for	  measurements	  greater	  than	  5	  μl,	  but	  even	  then,	  it	  is	  uncertain	  if	  all	  nectar	  is	  collected.	  I	  was	  further	  limited	  by	  field	  conditions	  and	  an	  inability	  to	  transport	  equipment	  other	  than	  a	  refractometer	  unable	  to	  measure	  sugar	  content	  in	  samples	  less	  than	  10	  μl.	  As	  over	  80%	  of	  species	  had	  nectar	  much	  less	  than	  5	  μl,	  I	  believe	  that	  the	  method	  of	  quantification	  was	  therefore	  appropriate	  and	  captured	  the	  different	  nectar	  quantities	  available.	  
For	  all	  visitor	  species,	  body-­‐size	  was	  measured	  using	  calipers	  as	  the	  maximum	  length	  from	  the	  tip	  of	  the	  head	  to	  the	  base	  of	  the	  abdomen.	  One-­‐third	  of	  the	  327	  visitor	  species	  were	  represented	  by	  only	  one	  individual	  (singletons).	  
Classification	  of	  roles	  Species	  were	  assigned	  roles	  based	  on	  their	  connectivity	  within	  and	  between	  modules.	  I	  used	  a	  simulated	  annealing	  algorithm	  (Netcarto;	  Guimerà	  and	  Amaral	  2005)	  which	  detects	  modules	  and	  the	  species	  belonging	  to	  them,	  and	  then	  classifies	  species	  into	  roles.	  The	  identification	  of	  species	  into	  roles	  is	  done	  using	  their	  within	  module	  degree	  (z	  –	  a	  measure	  of	  how	  well	  a	  species	  is	  connected	  in	  their	  module)	  and	  participation	  coefficient	  (P	  -­‐	  a	  measure	  of	  its	  connections	  to	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modules	  other	  than	  its	  own;	  A5-­‐1a,	  b).	  In	  some	  cases,	  species	  can	  belong	  to	  two	  different	  modules.	  This	  can	  occur	  when	  species	  are	  connected	  evenly	  to	  many	  modules.	  However,	  most	  species	  are	  unambiguously	  assigned	  to	  a	  single	  module.	  
Guimera	  and	  Amaral	  (2005)	  defined	  seven	  roles	  within	  metabolic	  networks.	  They	  first	  determined	  whether	  species	  were	  hubs	  or	  non-­‐hubs	  according	  to	  their	  within	  module	  degree	  ‘z’	  (hub:	  z	  ≥	  2.5,	  non-­‐hub:	  z	  <	  2.5).	  Then,	  using	  the	  participation	  coefficient	  of	  species	  ‘P’,	  they	  separated	  non-­‐hubs	  into	  four	  groups:	  ultra-­‐peripheral	  (P	  ≤	  0.05);	  peripheral	  (0.05	  <	  P	  <	  0.62);	  non-­‐hub	  connector	  (0.62	  <	  P	  <	  0.8);	  and	  non-­‐hub	  kinless	  (P	  ≥	  0.8).	  Hubs	  were	  separated	  into	  three	  groups:	  provincial	  hubs	  (P	  ≤	  0.30);	  connector	  hubs	  (0.30	  <	  P	  <	  0.75);	  and	  kinless	  hubs	  (P	  ≥	  0.75).	  Based	  on	  the	  techniques	  of	  Guimera	  and	  Amaral	  (2005),	  Olesen	  et	  al.	  (2007)	  define	  four	  roles	  (two	  hubs	  and	  two	  non-­‐hubs)	  in	  their	  pollination	  networks,	  then	  later	  three	  roles	  (one	  hub	  and	  two	  non-­‐hubs)	  (Dupont	  and	  Olesen	  2012).	  It	  is	  clear	  that	  no	  standard	  set	  of	  roles	  yet	  exist	  in	  pollination	  networks,	  so	  after	  visually	  examining	  the	  interaction	  webs,	  I	  defined	  four	  roles:	  hubs	  (z	  ≥	  2.5,	  0	  ≤	  P	  ≤	  1);	  connectors	  (z	  ≤2.5,	  P	  ≥	  0.62);	  peripherals	  (z	  ≤	  2.5,	  0.05	  <	  P	  <	  
0.62);	  and	  ultra-­‐peripherals	  (z	  ≤0	  2.5,	  P	  ≤0.05;	  A5-­‐1a,	  b).	  Hubs	  are	  species	  with	  many	  links	  especially	  within	  their	  own	  module,	  but	  can	  have	  many	  outside	  of	  their	  module	  as	  well.	  Connectors	  are	  network	  ‘glues’,	  linking	  many	  different	  modules	  together.	  Peripherals	  have	  several	  links	  mainly	  within	  their	  own	  module,	  but	  can	  also	  link	  to	  another	  module.	  Ultra-­‐peripherals	  are	  species	  with	  typically	  one	  or	  two	  links	  but	  within	  their	  own	  module.	  My	  definitions	  are	  closest	  to	  Dupont	  and	  Olesen	  (2012)	  except	  I	  divide	  their	  peripherals	  into	  peripherals	  and	  ultra-­‐peripherals.	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Given	  the	  categorical	  nature	  of	  these	  defined	  roles,	  I	  sought	  to	  combine	  the	  within-­‐module	  degree	  and	  participation	  coefficient	  into	  a	  single	  variable	  of	  species	  importance	  so	  as	  to	  quantify	  changes	  in	  roles	  across	  networks.	  Categorical	  roles	  can	  also	  be	  somewhat	  misleading	  as	  in	  some	  cases	  two	  species	  are	  defined	  as	  having	  different	  roles	  when	  in	  fact	  they	  are	  more	  alike	  than	  some	  species	  defined	  as	  having	  the	  same	  role.	  To	  create	  a	  single	  variable	  of	  species	  importance,	  coefficients	  were	  transformed	  to	  fit	  between	  0	  –	  1	  and	  added	  together	  creating	  a	  variable	  between	  0	  –	  2.	  Values	  closer	  to	  2	  represent	  hubs	  and	  connectors;	  while	  values	  closer	  to	  0	  represent	  ultra-­‐peripherals	  and	  peripherals	  (A5-­‐2).	  	  
Data	  analysis	  Relationships	  between	  rain,	  community	  structure	  (species	  richness	  and	  flowering	  intensity),	  network	  structure	  (number	  and	  size	  of	  modules)	  and	  species	  roles	  were	  assessed	  using	  linear	  regression	  models.	  Nine	  month	  cumulative	  rainfall	  was	  used	  as	  a	  predictor	  of	  community	  structure	  as	  it	  was	  the	  best	  predictor	  of	  network	  size	  (Chapter	  4).	  Chi-­‐square	  tests	  were	  used	  to	  assess	  if	  any	  roles	  were	  more	  likely	  to	  be	  plant	  or	  visitor	  species.	  The	  expected	  values	  were	  calculated	  according	  to	  the	  null	  hypothesis	  that	  the	  number	  of	  plant	  and	  visitor	  species	  in	  each	  role	  would	  be	  the	  same	  proportion	  as	  the	  total	  number	  of	  observed	  plant	  and	  visitor	  species	  in	  all	  18	  networks.	  All	  analyses	  were	  performed	  in	  the	  R	  statistical	  package	  (ver.	  2.11.1,	  R	  Development	  Core	  Team	  2010),	  with	  the	  exception	  of	  module	  and	  species	  roles,	  which	  were	  determined	  using	  Netcarto	  (Guimerà	  and	  Amaral	  2005).	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Results	  
1)	  How	  does	  network	  size	  and	  flowering	  intensity	  change	  with	  rain?	  	  As	  the	  cumulative	  rainfall	  of	  the	  previous	  nine	  months	  increased,	  the	  rate	  at	  which	  visitor	  species	  joined	  the	  network	  was	  greater	  than	  the	  rate	  at	  which	  plant	  species	  joined	  (Fig.	  5-­‐1a),	  with	  the	  species	  richness	  of	  plants	  varying	  in	  proportion	  from	  20	  to	  40	  %	  of	  visitor	  species	  richness.	  Recent	  rainfall	  drove	  an	  increase	  in	  the	  species	  richness	  of	  perennials	  in	  flower	  (F(1,17)	  =	  9.98,	  P	  <	  0.01,	  r2	  =	  0.35)	  but	  not	  in	  annuals	  (F(1,17)	  =	  1.61,	  P	  >	  0.05,	  r2	  =	  0.04;	  Fig.	  5-­‐1b).	  Annual	  species	  richness	  showed	  a	  positive	  trend	  with	  rainfall	  in	  June	  2010	  and	  November	  2010,	  but	  was	  consistently	  low	  in	  June	  2011	  regardless	  of	  recent	  rainfall	  (Fig	  5-­‐1b).	  Visitor	  species	  richness	  showed	  a	  strong	  relationship	  with	  recent	  rainfall	  for	  both	  bee	  (F(1,17)	  =	  21.82,	  P	  <	  0.001,	  r	  2	  =	  0.55)	  and	  non-­‐bee	  species	  richness	  (F(1,17)	  =	  7.71,	  P	  <	  0.05,	  r	  2	  =	  0.28;	  Fig.	  5-­‐1c).	  The	  proportion	  of	  visitor	  species	  that	  were	  bee	  species	  also	  increased	  with	  rain,	  from	  roughly	  10	  to	  40	  %	  (Fig.	  5-­‐1c).	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Fig.	  5-­‐1.	  Relationship	  between	  nine	  month	  cumulative	  rainfall	  and	  plant	  and	  visitor	  species	  richness	  (a).	  As	  network	  size	  increases,	  visitor	  species	  (black)	  are	  added	  to	  the	  network	  at	  a	  greater	  rate	  than	  plant	  species	  (red).	  The	  number	  of	  perennial	  species	  in	  flower	  (red)	  increases	  with	  rain,	  but	  annuals	  (black)	  do	  not	  change	  (b).	  Bee	  species	  richness	  (black)	  and	  non-­‐bee	  species	  richness	  (red)	  increase	  with	  rainfall	  (c).	  	  
0	  
10	  
20	  
30	  
40	  
50	  
60	  
70	  
80	  
90	  
100	  
200	   300	   400	   500	   600	   700	  
Sp
ec
ie
s	  r
ic
hn
es
s	  
9	  month	  cumulaDve	  rainfall	  
0	  
5	  
10	  
15	  
20	  
25	  
200	   300	   400	   500	   600	   700	  
Sp
ec
ie
s	  	  
ric
hn
es
s	  o
f	  p
la
nt
s	  i
n	  
ﬂo
w
er
	  
9	  month	  cumulaDve	  rainfall	  
0	  
10	  
20	  
30	  
40	  
50	  
60	  
70	  
80	  
200	   300	   400	   500	   600	   700	  
Vi
sit
or
	  sp
ec
ie
s	  r
ic
hn
es
s	  
9	  month	  cumulaDve	  rainfall	  
Jun	  2010	  
Nov	  2010	  
Jun	  2011	  
b	  
c	  
Perennial	  
r2	  =	  0.35	  
Annual	  
Non-­‐bee	  
r2	  =	  0.28	  
Bee	  
r2	  =	  0.55	  
Visitors	  
r2	  =	  0.47	  
Plants	  in	  flower	  
r2	  =	  0.30	  
a	  
Chapter	  5:	  Mechanisms	  of	  change	  in	  flower-­‐visitor	  networks	  
	   137	  
	  	   Total	  flowering	  intensity	  of	  perennial	  species	  in	  a	  network	  increased	  with	  rainfall	  (F(1,17)	  =	  12.02,	  P	  <	  0.01,	  r	  2	  =	  0.39;	  Fig.	  5-­‐2),	  but	  not	  annuals	  (F(1,17)	  =	  1.83,	  P	  >	  0.05,	  r	  2	  =	  0.05;	  Fig.	  5-­‐2).	  The	  increase	  in	  total	  flowering	  intensity	  was	  due	  to	  the	  increase	  in	  species	  richness,	  whereas	  the	  average	  flowering	  intensity	  per	  species	  at	  each	  sampling	  location	  remained	  unchanged	  (perennials	  F(1,17)	  =	  2.89,	  P	  >	  0.05,	  r	  2	  =	  0.10;	  annuals	  F(1,17)	  =	  0.03,	  P	  >	  0.05,	  r	  2	  =	  0.00).	  As	  the	  total	  flowering	  intensity	  of	  a	  network	  increased,	  network	  size	  also	  increased	  primarily	  due	  to	  the	  increase	  in	  visitor	  species	  (F(1,17)	  =	  11.58,	  P	  <	  0.01,	  r	  2	  =	  0.38).	  	  
	  	  
Fig.	  5-­‐2.	  Flowering	  intensity	  of	  annual	  (black)	  and	  perennial	  species	  (red)	  increase	  with	  recent	  rainfall	  but	  perennial	  species	  follow	  rainfall	  more	  closely.	  	  
2)	  What	  is	  the	  response	  of	  network	  structure	  to	  rainfall	  driven	  changes	  in	  community	  
structure?	  	  As	  network	  size	  increased	  with	  rainfall,	  the	  increase	  in	  species	  richness	  was	  accompanied	  by	  an	  increase	  in	  the	  number	  of	  modules	  in	  the	  network,	  and	  the	  number	  of	  species	  in	  each	  module	  (Fig.	  5-­‐3).	  Networks	  in	  November	  2010	  were	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the	  largest	  (Fig.	  5-­‐3,	  A4-­‐3).	  Main	  Camp	  1	  had	  118	  species,	  and	  176	  links,	  which	  was	  the	  most	  of	  any	  network.	  It	  had	  nine	  modules,	  but	  the	  network	  with	  most	  modules	  was	  Kunnamuka	  Swamp	  in	  November	  2010	  with	  12	  (A4-­‐3).	  The	  number	  of	  modules	  was	  best	  predicted	  by	  plant	  species	  richness	  (F(1,17)	  =	  28.65,	  P	  <	  0.001,	  r	  2	  =	  0.62;	  Fig.	  5-­‐4a),	  because	  there	  was	  little	  change	  in	  the	  average	  number	  of	  plant	  species	  per	  module	  as	  network	  size	  increased	  (Fig.	  5-­‐4b).	  This	  meant	  that	  most	  of	  the	  increase	  in	  plant	  species	  went	  into	  creating	  new	  modules.	  Modules	  grew	  in	  size	  mainly	  as	  a	  result	  of	  the	  increase	  in	  visitor	  species	  (F(1,17)	  =	  11.42,	  P	  <	  0.01,	  r	  2	  =	  0.38;	  Fig.	  5-­‐4b).	  As	  network	  size	  increased,	  the	  greatest	  increase	  per	  module	  were	  in	  species	  identified	  as	  ultra-­‐peripherals	  (F(1,17)	  =	  7.58,	  P	  <	  0.05,	  r	  2	  =	  0.28;	  Fig.	  5-­‐4c).	  Connector	  and	  peripheral	  species	  showed	  a	  small	  but	  significant	  increase	  with	  increase	  in	  network	  size	  (Connector:	  F(1,17)	  =	  6.52,	  P	  <	  0.05,	  r	  2	  =	  0.25;	  Peripheral:	  F(1,17)	  =	  9.49,	  P	  <	  0.01,	  r	  2	  =	  0.33;	  Fig.	  5-­‐4c),	  while	  the	  average	  number	  of	  hubs	  per	  module	  did	  not	  change	  (F(1,17)	  =	  3.18,	  P	  >	  0.05,	  r	  2	  =	  0.11;	  Fig.	  5-­‐4c).	  There	  was	  never	  more	  than	  one	  hub	  per	  module,	  but	  modules	  could	  exist	  without	  hubs.	  The	  modular	  structure	  also	  contributed	  to	  a	  low	  connectance	  level	  (F(1,17)	  =	  41.92,	  P	  <	  0.001,	  r	  2	  =	  0.71).	  	  
In	  all	  networks,	  most	  visitors	  were	  connected	  as	  an	  ultra-­‐peripheral	  to	  a	  hub	  for	  only	  one	  sampling	  period	  (516	  from	  752	  realisations	  in	  total).	  There	  were	  62	  realised	  hubs	  across	  the	  18	  networks	  in	  total,	  and	  27	  of	  these	  were	  absent	  for	  at	  least	  one	  sampling	  period.	  Euphorbia	  drummondii	  (Euphorbiaceae)	  was	  the	  only	  plant	  species	  that	  could	  be	  considered	  a	  ‘constant’	  hub	  species,	  but	  even	  then,	  at	  only	  three	  locations	  was	  it	  a	  hub	  for	  all	  three	  sampling	  periods.	  All	  species	  that	  were	  identified	  as	  hubs	  at	  some	  point	  also	  performed	  other	  roles	  (including	  the	  role	  of	  ultra-­‐peripheral)	  at	  other	  sites	  and	  during	  other	  sampling	  periods.	  All	  hubs	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were	  plant	  species	  only,	  and	  plants	  were	  also	  significantly	  more	  likely	  than	  visitors	  to	  be	  peripherals	  (chi-­‐square	  =	  6.97,	  d.f.	  =	  1,	  P	  <	  0.01).	  Visitors	  were	  significantly	  more	  likely	  than	  plants	  to	  be	  ultra-­‐peripherals	  (chi-­‐sqaure	  =	  22.54,	  d.f.	  =	  1,	  P	  <	  0.001;	  A5-­‐4).	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Fig.	  5-­‐3.	  Collection	  of	  networks	  from	  each	  site	  for	  each	  sampling	  period.	  Within	  a	  network,	  each	  node	  represents	  a	  different	  species	  and	  the	  size	  of	  that	  node	  is	  proportional	  to	  the	  number	  of	  interactions,	  standardised	  across	  networks.	  A	  link	  between	  species	  represents	  visitation	  interactions,	  and	  the	  weight	  of	  the	  line	  is	  proportional	  to	  the	  number	  of	  interactions	  observed.	  Nodes	  of	  the	  same	  colour	  within	  a	  network	  belong	  to	  the	  same	  module.	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Fig.	  5-­‐4.	  The	  number	  of	  modules	  increases	  with	  increasing	  plant	  species	  richness	  (a),	  and	  the	  increase	  in	  module	  size	  as	  network	  size	  increases	  is	  mainly	  due	  to	  visitor	  species	  (b).	  Most	  species	  added	  to	  modules	  are	  ultra-­‐peripherals	  (Ult).	  The	  number	  of	  peripherals	  (Per)	  and	  connectors	  (Con)	  per	  module	  increase	  slightly	  with	  network	  size,	  and	  hubs	  (Hub)	  remain	  unchanged	  (c).	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3)	  How	  do	  changes	  in	  network	  and	  community	  structure	  affect	  species	  roles?	  The	  number	  of	  links	  per	  species	  in	  each	  network	  increased	  with	  flowering	  intensity	  (F(1,17)	  =	  79.93,	  P	  <	  0.001,	  r	  2	  =	  0.82;	  Fig.	  5-­‐5).	  As	  links	  per	  species	  increased,	  this	  corresponded	  with	  a	  rise	  in	  the	  proportion	  of	  connectors	  in	  networks	  (F(1,17)	  =	  11.94,	  P	  <	  0.01,	  r	  2	  =	  0.39;	  Fig.	  5-­‐6)	  while	  the	  proportion	  of	  ultra-­‐peripherals	  decreased	  (F(1,17)	  =	  18.48,	  P	  <	  0.001,	  r	  2	  =	  0.51;	  Fig.	  5-­‐6),	  but	  the	  proportion	  of	  hubs	  and	  peripherals	  remained	  unchanged	  (Hubs:	  F(1,17)	  =	  3.55,	  P	  >	  0.05,	  r	  2	  =	  0.13;	  Peripheral:	  F(1,17)	  =	  0.31,	  P	  >	  0.05,	  r	  2	  =	  0.00;	  Fig.	  5-­‐6).	  	  
	  
Fig.	  5-­‐5.	  An	  increase	  in	  flowering	  intensity	  increases	  the	  average	  number	  of	  links	  per	  species	  (plants	  and	  animals)	  in	  a	  network.	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Fig.	  5-­‐6.	  As	  the	  average	  number	  of	  links	  per	  species	  increased,	  the	  proportion	  of	  ultra-­‐peripheral	  species	  decreased	  and	  the	  proportion	  of	  connectors	  increased.	  The	  proportion	  of	  hubs	  and	  peripherals	  remained	  unchanged.	  I	  observed	  a	  shift	  in	  the	  importance	  of	  plant	  species	  according	  to	  floral	  symmetry,	  so	  that	  the	  importance	  of	  zygomorphic	  plant	  species	  in	  networks	  increased	  significantly	  with	  rainfall	  (F(1,17)	  =	  38.77,	  P	  <	  0.001,	  r	  2	  =	  0.69;	  Fig.	  5-­‐7),	  whereas	  the	  importance	  of	  actinomorphic	  species	  remained	  unchanged	  (F(1,17)	  =	  0.67,	  P	  >	  0.05,	  r	  2	  =	  0.00;	  Fig.	  5-­‐7).	  Zygomorphic	  and	  actinomorphic	  species	  showed	  relatively	  similar	  species	  importance	  at	  the	  higher	  recent	  rainfall	  levels,	  and	  actinomorphic	  species	  had	  greater	  importance	  at	  lower	  recent	  rainfall	  (Fig.	  5-­‐7).	  This	  trend	  mirrors	  the	  increase	  in	  the	  average	  number	  of	  bee	  species	  that	  visit	  zygomorphic	  plant	  species	  as	  bee	  species	  richness	  increases	  with	  rainfall	  but	  the	  average	  number	  of	  bee	  visitor	  species	  visiting	  actinomorphic	  species	  remains	  constant	  even	  while	  bee	  species	  richness	  increases	  (A4-­‐5a,	  b).	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Fig.	  5-­‐7.	  The	  average	  (+/-­‐	  SEM)	  species	  role	  for	  actinomorphic	  (red)	  and	  zygomorphic	  (black)	  species	  in	  networks	  as	  recent	  rainfall	  increases.	  The	  average	  role	  of	  actinomorphic	  species	  remains	  unchanged,	  while	  the	  importance	  of	  zygomorphic	  species	  increases	  as	  recent	  rain	  increases.	  Flower	  size	  showed	  no	  relationship	  with	  visitor	  size	  indicating	  that	  animals	  were	  capable	  of	  visiting	  flowers	  smaller	  and	  larger	  than	  their	  own	  body	  size	  (A4-­‐6).	  Shifts	  in	  visitor	  size	  were	  observed	  among	  the	  different	  sampling	  periods	  (A4-­‐7).	  June	  and	  November	  2010	  showed	  a	  peak	  in	  the	  abundance	  of	  visitors	  sized	  around	  4	  –	  5mm	  and	  8	  –	  9	  mm,	  whereas	  in	  June	  2011,	  the	  abundance	  of	  visitors	  with	  a	  body	  size	  of	  around	  3	  mm	  peaked	  (A4-­‐7).	  There	  was	  no	  significant	  difference	  in	  the	  species	  importance	  of	  plant	  species	  with	  different	  nectar	  volumes	  (ANOVA,	  F(2,233)	  =	  0.254,	  P	  =	  0.78;	  A4-­‐8).	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flower-­‐visitor	  community.	  I	  summarise	  the	  relationships	  between	  community	  structure,	  network	  structure,	  and	  species	  roles	  in	  Fig.	  5-­‐8,	  and	  discuss	  its	  importance	  below.	  	  
	  
Fig.	  5-­‐8.	  	  Relationships	  between	  rain,	  community	  structure,	  network	  structure	  and	  species	  roles	  in	  a	  rain-­‐driven	  pulse-­‐reserve	  system.	  Black	  lines	  are	  positive	  effects	  and	  red	  are	  negative.	  The	  thickness	  of	  the	  line	  is	  proportional	  to	  the	  strength	  of	  the	  effect.	  These	  relationships	  are	  based	  on	  the	  linear	  regression	  models,	  but	  are	  not	  evaluated	  formally	  using	  a	  method	  designed	  for	  estimating	  the	  relationships	  among	  all	  variables	  at	  the	  same	  time.	  The	  modular	  structure	  of	  networks	  allows	  their	  size	  to	  vary	  according	  to	  rain.	  If	  a	  network	  increases	  in	  size,	  either	  the	  number	  of	  modules	  or	  the	  size	  of	  modules	  could	  increase.	  I	  found	  that	  plant	  and	  visitor	  species	  determined	  different	  aspects	  of	  modules:	  plant	  species	  richness	  influenced	  the	  number	  of	  modules,	  while	  visitor	  species	  richness	  influenced	  the	  size	  of	  modules.	  The	  size	  of	  modules	  was	  mainly	  driven	  by	  an	  increase	  in	  ultra-­‐peripheral	  species	  (Fig.	  5-­‐8).	  Olesen	  et	  al	  (2007)	  found	  that	  the	  number	  of	  network	  modules	  increased	  with	  network	  size	  by	  studying	  the	  structure	  of	  over	  50	  networks,	  while	  Trøjelsgaard	  and	  Olesen	  (2013)	  found	  a	  closer	  relationship	  between	  the	  number	  of	  modules	  and	  plant	  species	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richness	  compared	  to	  visitor	  species	  richness.	  Conversely,	  Dupont	  and	  Olesen	  (2012)	  studied	  the	  modular	  structure	  of	  temporally	  cumulative	  networks	  in	  a	  predictable	  temperate	  heath	  environment	  and	  found	  that	  despite	  an	  increase	  in	  species	  richness,	  the	  number	  of	  modules	  remained	  relatively	  stable.	  	  
The	  dynamic	  nature	  of	  modular	  structure	  in	  my	  study	  may	  represent	  a	  difference	  in	  flower-­‐visitor	  network	  assembly	  between	  predictable	  (Dupont	  and	  Olesen	  2012)	  and	  unpredictable	  environments.	  In	  predictable	  environments,	  flowering	  phenology	  typically	  follows	  repeated	  annual	  patterns,	  cued	  to	  temperature	  or	  photoperiod	  (Inouye	  2008).	  A	  potential	  explanation	  is	  that	  from	  first	  flowering,	  the	  ‘foundation’	  modules	  of	  the	  network	  are	  established,	  made	  up	  of	  the	  same	  subset	  of	  flowering	  species	  and	  animal	  species	  each	  time.	  As	  the	  flowering	  season	  continues	  along	  a	  predictable	  succession,	  species	  attach	  and	  detach	  to	  those	  modules.	  This	  contrasts	  with	  pulse-­‐reserve	  systems	  where	  species	  composition	  varies	  with	  the	  amount	  and	  timing	  of	  rainfall,	  and	  changes	  with	  subsequent	  rainfall.	  In	  pulse-­‐reserve	  systems,	  each	  pulse	  will	  have	  a	  different	  sequence	  of	  flowering,	  with	  different	  ‘foundation’	  modules.	  Additional	  modules	  are	  created	  when	  a	  new	  species	  joins	  the	  network.	  Other	  studies	  have	  suggested	  that	  modules	  are	  defined	  by	  traits	  (Dupont	  and	  Olesen	  2009),	  and	  therefore	  the	  number	  and	  size	  of	  modules	  will	  depend	  on	  the	  compositional	  makeup	  of	  the	  plant-­‐pollinator	  community.	  Bosch	  et	  al.	  (2009)	  and	  Martín	  and	  González	  (2012)	  found	  that	  some	  modules	  were	  formed	  along	  flower	  morphology,	  reward,	  or	  visitor	  type.	  However,	  Bosch	  et	  al.	  (Bosch	  et	  al.	  2009)	  and	  Martín	  and	  González	  (2012)	  also	  report	  that	  all	  modules	  were	  more	  clearly	  defined	  by	  the	  phenophase	  of	  plants,	  highlighting	  the	  need	  to	  sample	  networks	  on	  ecologically	  relevant	  time-­‐scales.	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Plant	  and	  animal	  species	  showed	  affinities	  toward	  certain	  network	  roles:	  plants	  were	  the	  only	  species	  which	  were	  hubs,	  and	  they	  were	  also	  more	  likely	  than	  visitors	  to	  be	  peripherals,	  while	  visitors	  were	  more	  likely	  than	  plants	  to	  be	  ultra-­‐peripherals.	  Plants	  and	  animals	  were	  equally	  likely	  to	  be	  connectors.	  This	  means	  plants	  and	  visitors	  contribute	  differently	  to	  network	  structure.	  Plant	  hubs	  may	  be	  those	  species	  that	  are	  preferentially	  attached	  to	  when	  visitor	  species	  join	  the	  network	  (Barabási	  and	  Albert	  1999),	  thereby	  making	  them	  important	  for	  generating	  network	  structures	  such	  as	  nestedness	  and	  power-­‐law	  degree	  distribution.	  Olesen	  et	  al.	  (2007)	  also	  emphasised	  the	  importance	  of	  plants	  as	  hubs	  in	  their	  heathland	  flower-­‐visitor	  networks.	  This	  suggests	  plants	  are	  hubs	  across	  different	  environments,	  but	  further	  investigations	  into	  species	  roles	  in	  different	  environments	  are	  needed	  to	  confirm	  this.	  	  
Many	  studies	  have	  highlighted	  the	  need	  to	  understand	  the	  mechanisms	  that	  determine	  the	  role	  of	  species,	  suggesting	  neutral	  and	  trait-­‐mediated	  processes	  (Olesen	  et	  al.	  2007,	  Dupont	  and	  Olesen	  2012).	  My	  networks	  revealed	  a	  high	  level	  of	  spatio-­‐temporal	  variation	  in	  the	  role	  of	  each	  species,	  and	  even	  species	  that	  were	  a	  hub	  in	  one	  network,	  were	  not	  consistently	  hubs	  across	  space	  and	  time.	  This	  suggests	  that	  factors	  that	  vary	  in	  space	  and	  time	  contribute	  to	  determining	  species	  roles.	  As	  bee	  species	  richness	  increased,	  the	  role	  of	  zygomorphic	  plant	  species	  shifted	  from	  ultra-­‐peripheral	  toward	  hub,	  presumably	  due	  a	  change	  in	  species	  complementarity:	  visitors	  to	  zygomorphic	  flowers	  need	  to	  know	  where	  to	  land,	  move,	  and	  probe	  flowers	  to	  access	  resources,	  and	  bees	  are	  capable	  of	  such	  behaviour	  (Willmer	  2011).	  Had	  the	  richness	  of	  bees	  not	  changed	  with	  rainfall,	  then	  neither	  would	  the	  role	  of	  zygomorphic	  species	  and	  this	  particular	  trait-­‐mediated	  process	  would	  not	  have	  been	  expressed.	  Therefore,	  species	  importance	  is	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dependent	  on	  the	  community	  context.	  Fründ	  et	  al.	  (2013)	  found	  that	  the	  contribution	  of	  a	  pollinator	  species	  to	  seed	  set	  depended	  on	  how	  contrasting	  their	  traits	  were	  to	  other	  pollinator	  species	  in	  the	  community.	  This	  supports	  the	  idea	  that	  species	  importance	  will	  vary	  with	  the	  community	  in	  which	  they	  are	  embedded.	  A	  change	  in	  the	  network	  makeup	  of	  species	  roles	  was	  also	  observed	  as	  flowering	  intensity	  increased	  the	  average	  number	  of	  links	  per	  species	  (Fig.	  5-­‐8),	  presumably	  due	  to	  neutral	  processes	  (flower	  abundance).	  Flower	  morphology	  and	  abundance	  have	  previously	  been	  shown	  to	  constrain	  flower-­‐visitor	  interactions	  (Stang	  et	  al.	  2009,	  Vázquez	  et	  al.	  2009b)	  and	  presumably	  also	  affect	  species	  role.	  Mello	  (2013)	  found	  that	  the	  network	  role	  of	  oil	  bees	  showed	  show	  some	  taxonomic	  signal,	  but	  was	  highly	  geographically	  variable.	  It	  is	  therefore	  apparent	  that	  neutral	  and	  trait-­‐mediated	  processes	  are	  both	  important	  determinants	  of	  species	  roles,	  and	  the	  importance	  of	  each	  can	  vary	  with	  community	  structure.	  	  
Preserving	  species	  roles	  has	  been	  proposed	  as	  an	  effective	  tool	  in	  conservation	  and	  restoration	  of	  pollination	  (Olesen	  et	  al.	  2007,	  Dupont	  and	  Olesen	  2012).	  Roles	  are	  a	  better	  indicator	  of	  species	  importance	  in	  network	  structure	  than	  degree	  (Guimerà	  and	  Amaral	  2005).	  Indeed,	  the	  extinction	  of	  hubs	  will	  have	  far	  reaching	  consequences	  through	  secondary	  extinctions,	  while	  losing	  connectors	  could	  change	  network	  structure	  as	  modules	  become	  less	  connected	  with	  each	  other	  and	  the	  network	  becomes	  disjunct	  (Guimerà	  and	  Amaral	  2005).	  However,	  as	  species	  readily	  change	  roles,	  it	  is	  difficult	  to	  identify	  critical	  species	  to	  conserve.	  Conversely,	  as	  species	  do	  change	  roles,	  this	  represents	  resilience	  in	  the	  network:	  if	  a	  species	  often	  playing	  a	  hub	  role	  becomes	  locally	  extinct,	  there	  are	  other	  species	  that	  can	  fulfil	  the	  missing	  role.	  However,	  any	  ultra-­‐peripheral	  species	  that	  rely	  only	  on	  that	  hub	  species	  (that	  is	  now	  extinct),	  will	  lose	  its	  interaction	  partner,	  and	  could	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similarly	  become	  locally	  extinct.	  Dupont	  and	  Olesen	  (2012)	  also	  report	  role	  change	  by	  species	  in	  predictable	  heath	  habitats	  in	  Denmark,	  while	  Mello	  (2013),	  studying	  pollination	  networks	  in	  a	  range	  of	  Brazilian	  biomes	  including	  forest,	  grassland	  and	  coastal	  dunes,	  found	  variation	  in	  species	  roles	  within	  and	  among	  biomes,	  suggesting	  that	  roles	  are	  not	  fixed	  for	  a	  species.	  This	  phenomenon	  therefore	  is	  not	  specific	  to	  the	  pulse-­‐reserve	  system.	  
In	  addition	  to	  preserving	  species	  roles,	  preserving	  network	  structure	  has	  been	  suggested	  as	  a	  way	  to	  ensure	  pollination	  services	  continue	  (Tylianakis	  et	  al.	  2010,	  Burkle	  and	  Alarcón	  2011).	  Structures	  such	  as	  nestedness	  and	  modularity	  are	  vital	  to	  the	  resilience	  of	  communities	  (Bascompte	  and	  Jordano	  2007),	  and	  such	  structures	  will	  be	  important	  in	  future	  environmental	  change.	  Rainfall	  and	  temperatures	  are	  expected	  to	  become	  more	  extreme,	  with	  longer	  droughts	  and	  more	  intense	  rainfall,	  causing	  communities	  to	  restructure	  through	  a	  complex	  array	  of	  interactions	  and	  processes	  which	  control	  community	  structure	  (Chesson	  et	  al.	  2004,	  Knapp	  et	  al.	  2008).	  Most	  plant	  species	  (and	  visitor	  species)	  follow	  different	  cues	  and	  possess	  different	  physiological	  and	  morphological	  mechanisms	  to	  control	  their	  response	  to	  rain	  (Chesson	  et	  al.	  2004),	  whereas	  species	  sharing	  certain	  traits	  or	  life	  histories	  may	  respond	  to	  change	  in	  common	  ways.	  For	  instance,	  perennial	  plant	  species	  richness	  and	  flowering	  intensity	  tracked	  rainfall	  more	  closely	  than	  annual	  plants.	  Annuals	  must	  germinate	  and	  grow	  sufficiently	  before	  they	  are	  able	  to	  invest	  in	  reproductive	  structures,	  whereas	  established	  perennials	  can	  respond	  to	  rain	  with	  growth	  and	  reproduction.	  Additionally,	  after	  the	  initial	  response	  to	  rainfall	  by	  annuals,	  subsequent	  rainfall	  can	  stimulate	  individuals	  to	  continue	  flowering	  or	  germinate	  from	  seed	  once	  more,	  but	  seed	  dormancy	  may	  be	  more	  difficult	  to	  break	  soon	  after	  the	  seed	  was	  produced	  (Philippi	  1993,	  Pake	  and	  
Chapter	  5:	  Mechanisms	  of	  change	  in	  flower-­‐visitor	  networks	  
	  150	  
Venable	  1996)	  explaining	  their	  poor	  flowering	  in	  June	  2011.	  Annuals	  will	  also	  typically	  respond	  to	  rainfall	  sooner	  than	  deep-­‐rooted	  perennials,	  as	  moisture	  in	  the	  shallow	  soil	  layers	  disappears	  more	  quickly	  due	  to	  evaporation	  and	  use	  (Noy-­‐Meir	  1973).	  
Understanding	  the	  relationship	  between	  community	  structure	  and	  network	  structure	  is	  necessary	  to	  understand	  the	  mechanisms	  through	  which	  network	  function	  will	  continue	  in	  the	  face	  of	  environmental	  change.	  I	  have	  shown	  how	  rain-­‐driven	  changes	  in	  species	  richness	  and	  flowering	  intensity	  change	  network	  structure	  in	  a	  pulse-­‐reserve	  system.	  Network	  structure	  is	  dynamic	  and	  incorporates	  changes	  in	  diversity	  through	  a	  modular	  structure.	  I	  have	  also	  shown	  that	  species	  role	  can	  change	  through	  neutral	  and	  trait-­‐mediated	  processes,	  in	  response	  to	  community	  change.	  While	  networks	  in	  pulse-­‐reserve	  systems	  are	  clearly	  dynamic,	  more	  study	  needs	  to	  be	  done	  in	  contrasting	  environments	  to	  understand	  the	  limits	  of	  tipping	  points	  of	  network	  change	  (Scheffer	  et	  al.	  2012).	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  Record	  rainfall	  causes	  mass	  flowering	  of	  Crotalara	  cunninghamii	  (Fabaceae).	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  chapter	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Abstract	  
I	  argue	  here	  that	  climate	  change	  studies	  which	  focus	  only	  on	  single	  species	  will	  be	  inadequate	  to	  address	  the	  complexity	  of	  causal	  mechanisms,	  as	  climate	  effects	  will	  percolate	  through	  entire	  ecological	  communities.	  Changes	  in	  species	  distributions	  may	  be	  considered	  as:	  1)	  fully	  independent,	  in	  which	  case	  each	  species	  will	  respond	  directly	  to	  environmental	  factors;	  2)	  dependent	  upon	  a	  set	  of	  biological	  interactions	  among	  species;	  or	  3)	  of	  a	  combination	  of	  both	  environmental	  and	  biological	  factors. 
My	  second	  point	  is	  that	  climate	  extremes	  will	  drive	  substantial	  change	  beyond	  any	  changes	  in	  averages	  –	  and	  that	  it	  is	  these	  rare	  outlier	  events	  that	  are	  most	  likely	  to	  be	  relevant	  for	  Australia	  and	  for	  the	  arid	  zone	  in	  particular. 
A	  corollary	  of	  this	  point	  is	  that	  at	  present,	  the	  extremes,	  e.g.	  rainfall	  in	  the	  arid	  zone,	  are	  currently	  unpredictable	  and	  this	  unpredictability	  is	  likely	  to	  further	  increase	  as	  the	  extremes	  increase.	  This	  could	  lead	  to	  events	  of	  greater	  severity,	  more	  frequent	  extreme	  events	  of	  current	  magnitude,	  or	  a	  combination	  of	  both.	  It	  is	  not	  known	  to	  what	  extent	  the	  Southern	  Oscillation	  Index	  and	  the	  El	  Niño/	  La	  Niña	  cycles	  will	  be	  altered. 
I	  illustrate	  my	  case	  by	  considering	  the	  interactions	  among	  flowering	  plants	  and	  their	  floral	  visitors	  in	  the	  Simpson	  Desert.	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Introduction	  
Climate	  change	  presents	  new	  challenges	  for	  delivering	  robust	  conservation	  strategies	  for	  wildlife.	  Current	  changes	  are	  well	  documented	  (IPCC	  2007,	  Hughes	  2011)	  but	  uncertainties	  in	  the	  projected	  degree	  of	  future	  change,	  the	  appropriate	  modelling	  framework	  to	  use	  (Araújo	  and	  Rahbek	  2006,	  Elith	  et	  al.	  2006)	  and	  the	  expected	  response	  of	  ecological	  communities	  limit	  our	  ability	  to	  predict	  which	  species	  will	  persist	  and	  where.	  Furthermore,	  our	  current	  approach	  to	  modelling	  the	  relationship	  of	  distributions	  of	  species	  and	  climate	  assumes	  that	  species	  are	  in	  equilibrium	  with	  current	  climates	  and	  that	  climate,	  above	  all	  other	  factors,	  is	  responsible	  for	  their	  realised	  distributions.	  We	  know	  this	  to	  be	  untrue	  as	  species	  exist	  in	  communities	  and	  participate	  in	  a	  complex	  array	  of	  interactions	  to	  obtain	  food,	  compete	  for	  habitat,	  disperse	  seeds,	  or	  achieve	  effective	  pollination	  (Gotelli	  et	  al.	  2010).	  These	  networks	  of	  interactions	  play	  an	  important	  role	  in	  the	  maintenance	  of	  biodiversity,	  the	  mediation	  of	  community	  responses	  to	  perturbations	  such	  as	  climate	  change,	  and	  the	  stability	  of	  ecosystem	  services	  (Bascompte	  and	  Jordano	  2007).	  
Species	  interactions	  have,	  however,	  received	  relatively	  little	  attention	  in	  research	  investigating	  the	  effects	  of	  climate	  change	  (but	  see	  Gotelli	  et	  al.	  2010,	  Kissling	  et	  al.	  2010).	  Progress	  has	  been	  made	  on	  the	  direct	  effects	  of	  changed	  climatic	  averages	  on	  the	  potential	  for	  changes	  in	  species	  distributions,	  abundances	  and	  local	  extinctions	  (Hughes	  2003,	  Bertin	  2008).	  In	  turn,	  as	  the	  combinations	  of	  species	  and	  distributions	  adjust	  to	  the	  new	  climatic	  regime,	  novel	  interactions	  and	  communities	  will	  eventuate.	  As	  a	  result,	  I	  propose	  that	  interactions	  are	  useful	  to	  detect	  the	  first	  evidence	  of	  altered	  environments	  before	  a	  species	  declines	  in	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numbers,	  shifts	  in	  distribution	  or	  even	  disappears.	  Interactions	  are	  commonly	  climate	  dependent	  as	  they	  are	  sensitive	  to	  the	  phenology,	  behaviour,	  physiology	  and	  relative	  abundances	  of	  multiple	  species	  (Tylianakis	  et	  al.	  2008,	  Gilman	  et	  al.	  2010).	  Climate-­‐driven	  changes	  in	  species	  interactions	  can	  manifest	  themselves	  as	  completely	  novel	  interactions	  or	  as	  a	  change	  in	  the	  type	  or	  strength	  of	  an	  interaction,	  if	  previously	  interacting	  partners	  no	  longer	  spatially	  or	  temporally	  overlap.	  Therefore,	  our	  understanding	  of	  the	  potential	  effects	  of	  climate	  change	  will	  improve	  if	  we	  incorporate	  our	  knowledge	  of	  the	  ecological	  interactions	  among	  species	  into	  future	  projections	  and	  management	  frameworks.	  Quantifying	  changes	  in	  interactions	  at	  a	  system	  level	  and	  detecting	  climate-­‐driven	  signals	  over	  other	  environmental	  drivers	  will	  be	  difficult,	  but	  this	  difficulty	  can	  be	  overcome	  with	  sufficient	  effort	  and	  resources	  given	  the	  importance	  of	  such	  findings.	  
Changes	  in	  mean	  temperatures	  and	  rainfall,	  and	  increases	  in	  the	  frequency	  and	  intensity	  of	  extreme	  weather	  events	  have	  already	  been	  recorded	  around	  the	  globe	  (IPCC	  2007).	  Despite	  predictions	  that	  extreme	  weather	  events	  will	  change	  in	  intensity	  and	  frequency,	  the	  effects	  of	  such	  events	  on	  species	  and	  ecological	  communities	  have	  received	  relatively	  little	  attention,	  perhaps	  because	  they	  are	  episodic	  and	  brief.	  Yet	  extreme	  events	  are	  likely	  to	  have	  pervasive	  and	  dramatic	  effects	  on	  community	  structure	  and	  dynamics	  (Chesson	  et	  al.	  2004,	  Kreyling	  et	  al.	  2008,	  Thibault	  and	  Brown	  2008,	  Jentsch	  et	  al.	  2009).	  
In	  this	  chapter,	  I	  aim	  to	  contribute	  to	  the	  understanding	  of	  the	  mechanisms	  by	  which	  ecological	  communities	  and	  the	  species	  within	  them	  will	  respond	  to	  climate	  change.	  I	  start	  by	  highlighting	  that,	  in	  general,	  species	  interactions	  are	  already	  considered	  an	  important	  factor	  in	  shaping	  the	  distribution	  and	  abundance	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of	  species.	  I	  demonstrate	  how	  climatic	  changes	  have	  already	  affected	  ecological	  communities	  by	  altering	  species	  interactions.	  By	  using	  flower	  –	  visitor	  interactions	  in	  the	  Simpson	  Desert	  as	  a	  case	  study,	  I	  outline	  the	  importance	  of	  extreme	  climatic	  events	  as	  a	  driver	  of	  change.	  I	  illustrate	  how	  species	  interactions	  can	  be	  studied	  on	  a	  community	  level,	  and	  highlight	  the	  advantages	  and	  insights	  this	  approach	  provides.	  
Climate	  change,	  ecological	  communities	  and	  species	  interactions 
Interactions	  are	  one	  of	  the	  most	  important	  factors	  structuring	  ecological	  communities,	  and	  are	  often	  central	  in	  determining	  species’	  distribution,	  abundance	  and	  fitness	  (Hairston	  et	  al.	  1960,	  Bruno	  et	  al.	  2003).	  Cascade	  effects,	  bottom-­‐up	  effects,	  ecological	  release,	  and	  facilitation	  are	  a	  few	  common	  ways	  interactions	  structure	  ecological	  communities.	  Climate	  change	  has	  influenced	  virtually	  every	  type	  of	  species	  interaction	  (Tylianakis	  et	  al.	  2008),	  which	  means	  the	  outcomes	  of	  interactions	  frequently	  depend	  on	  climate.	  For	  instance,	  an	  increase	  in	  water	  temperature	  reduced	  rates	  of	  predation	  by	  a	  predatory	  fish	  on	  claddisfly	  larvae	  (Kishi	  et	  al.	  2005).	  Changes	  in	  interactions	  between	  two	  species	  can	  have	  flow-­‐on	  effects	  throughout	  a	  community.	  In	  the	  previous	  example,	  increased	  abundance	  of	  the	  herbivorous	  claddisfly	  larvae	  led	  to	  a	  decrease	  in	  the	  abundance	  of	  benthic	  algae	  due	  to	  herbivory.	  Interestingly,	  a	  single	  species	  study	  showed	  that	  under	  conditions	  of	  warming,	  benthic	  algae	  increased	  in	  abundance	  (Kishi	  et	  al.	  2005).	  The	  use	  of	  a	  simple	  food	  chain	  demonstrates	  that	  any	  response	  a	  species	  has	  to	  a	  change	  in	  climate	  does	  not	  exist	  in	  isolation.	  Rather,	  other	  members	  of	  the	  community	  (which	  may	  or	  may	  not	  be	  directly	  affected	  by	  climate	  change)	  can	  be	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indirectly	  affected	  via	  species	  interactions.	  These	  effects	  can	  be	  more	  important	  than	  direct	  effects	  (Gilman	  et	  al.	  2010).	  
Altered	  interactions	  affect	  simple	  food	  chains	  in	  relatively	  predictable	  ways,	  provided	  a	  good	  understanding	  exists	  of	  the	  interactions	  within	  the	  food	  chain.	  Effects	  on	  a	  community,	  however,	  are	  not	  necessarily	  consistent	  with	  species-­‐specific	  and	  simple	  food	  chain	  projections	  (Tylianakis	  et	  al.	  2008).	  In	  contrast,	  the	  ecological	  community	  comprises	  a	  greater	  number	  of	  species,	  multiple	  pathways	  and	  complex	  feedbacks.	  This	  can	  make	  the	  effects	  of	  change	  unexpected	  and	  drastic.	  For	  instance,	  a	  combination	  of	  warming	  climate	  and	  fire	  suppression	  in	  Alaska	  led	  to	  the	  conversion	  of	  spruce	  forest	  to	  grassland	  due	  to	  a	  change	  in	  interactions	  (Walker	  et	  al.	  1999).	  Warming	  enabled	  the	  spruce	  bark	  beetle	  to	  complete	  two	  life	  cycles	  per	  season	  as	  opposed	  to	  one.	  In	  this	  case,	  the	  trees	  were	  particularly	  old,	  as	  fire	  had	  been	  suppressed	  to	  protect	  nearby	  property.	  The	  increased	  attack	  from	  the	  beetles	  caused	  most	  of	  the	  older	  susceptible	  trees	  to	  die,	  allowing	  grasses	  to	  establish.	  The	  grasses	  promoted	  increased	  fire	  frequency,	  which	  in	  turn	  prevented	  the	  forest	  from	  returning.	  Complexity	  in	  communities	  also	  means	  that	  true	  effects	  can	  take	  years	  to	  eventuate,	  and	  can	  differ	  substantially	  from	  immediate	  effects.	  In	  an	  experimental	  grassland,	  an	  increase	  in	  spring	  precipitation	  led	  to	  an	  increase	  in	  native	  nitrogen-­‐fixing	  forbs	  in	  the	  first	  year,	  and	  stimulated	  grasses	  in	  the	  second	  year	  (Suttle	  et	  al.	  2007).	  By	  the	  fifth	  year,	  the	  subsequent	  decrease	  in	  plant	  species	  richness	  led	  to	  a	  reduction	  in	  invertebrate	  richness	  and	  herbivore	  and	  predator	  abundance.	  
It	  is	  evident	  that	  an	  altered	  climate	  can	  affect	  species	  interactions,	  and	  seemingly	  minor	  changes	  can	  combine	  to	  exert	  important	  effects	  on	  entire	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communities	  (Tylianakis	  et	  al.	  2008).	  The	  identification	  of	  interactions	  that	  will	  have	  important	  effects	  on	  an	  ecological	  community	  should	  they	  change,	  can	  form	  the	  foundations	  of	  a	  prediction	  about	  the	  effects	  of	  climate	  change.	  We	  can	  then	  use	  this	  information	  to	  formulate	  actions	  to	  mitigate	  the	  effects.	  Ideally,	  such	  interactions	  would	  best	  be	  recognised	  by	  using	  system-­‐level	  studies	  that	  incorporate	  all	  interactions,	  provided	  methods	  are	  sensitive	  enough	  to	  detect	  changes.	  System-­‐level	  studies	  also	  enable	  us	  to	  recognise	  community	  structure	  that	  leads	  to	  desirable	  function	  such	  as	  resistance	  to	  perturbation.	  Species	  participate	  in	  multiple	  interactions	  that	  link	  them	  to	  one	  or	  many	  other	  species	  that	  can	  be	  studied	  as	  complex	  networks	  (Memmott	  1999,	  Bascompte	  and	  Jordano	  2007).	  The	  topology	  of	  these	  networks	  plays	  an	  important	  role	  in	  the	  maintenance	  of	  biodiversity	  and	  the	  stability	  of	  ecosystem	  services	  (Bascompte	  and	  Jordano	  2007).	  The	  preservation	  of	  network	  topology	  will,	  therefore,	  be	  important	  to	  mitigate	  the	  effects	  of	  climate	  change	  (Tylianakis	  et	  al.	  2010).	  
Climatic	  extremes	  and	  community response 
Climate	  extremes	  are	  predicted	  to	  increase	  in	  frequency	  and	  severity	  under	  climate	  change.	  While	  climatic	  averages	  have	  been	  explored	  most	  intensively,	  recent	  studies	  suggest	  that	  extreme	  events	  may	  have	  more	  pervasive	  effects	  on	  species	  interactions.	  These	  events	  are	  by	  their	  nature	  large,	  infrequent	  and	  stochastic,	  and	  can	  lead	  to	  changes	  in	  the	  structure,	  functioning	  and	  persistence	  of	  ecological	  communities.	  For	  example,	  increased	  rainfall	  variability	  has	  been	  shown	  to	  modify	  competitive	  interactions,	  species	  dominance	  and	  the	  composition	  of	  rodent,	  macropod	  and	  plant	  communities	  (Chesson	  et	  al.	  2004,	  Thibault	  and	  Brown	  2008),	  shift	  functional	  and	  numerical	  responses	  of	  predators	  to	  their	  prey	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(Pavey	  et	  al.	  2008),	  decouple	  trophic	  linkages	  (Both	  et	  al.	  2009,	  Brook	  2009),	  and	  influence	  the	  occurrence	  of	  wildfires	  (Letnic	  and	  Dickman	  2006).	  
Case	  Study:	  Flower-­‐visitor	  interactions	  in	  the	  Simpson	  Desert 
Building	  complex	  interaction	  networks	  Flower-­‐visitor	  interactions	  are	  an	  ideal	  system	  to	  study	  at	  a	  community	  scale.	  Insects	  are	  the	  most	  common	  flower	  visitors,	  but	  other	  invertebrates,	  birds,	  mammals	  and	  even	  reptiles	  also	  visit	  flowers.	  Such	  interactions	  involve	  hundreds	  of	  thousands	  of	  species	  across	  the	  globe,	  and	  depending	  on	  the	  species	  richness	  of	  any	  given	  area,	  can	  involve	  hundreds	  of	  species	  in	  any	  system	  (Olesen	  and	  Jordano	  2002).	  Animals	  usually	  visit	  a	  flower	  to	  harvest	  nectar	  or	  pollen,	  but	  also	  to	  consume	  floral	  parts	  or	  even	  prey	  on	  other	  visitors	  (Pellmyr	  2002).	  Flower	  visitation	  interactions	  are	  also	  the	  precursor	  to	  mutualistic	  pollination	  interactions,	  which	  is	  the	  transfer	  of	  pollen	  from	  the	  male	  to	  the	  female	  part	  of	  a	  flower	  by	  an	  animal	  in	  return	  for	  a	  reward,	  enabling	  the	  plant	  to	  reproduce.	  Pollination	  interactions	  are	  a	  vital	  ecosystem	  service	  required	  for	  the	  maintenance	  of	  natural	  plant	  and	  pollinator	  communities	  and	  agricultural	  productivity	  (Potts	  et	  al.	  2010).	  
Flower-­‐visitor	  interactions	  can	  be	  arranged	  into	  networks,	  just	  as	  predatory-­‐prey	  interactions	  can	  be	  arranged	  into	  food	  webs.	  A	  network	  illustrates	  all	  the	  visitation	  interactions	  that	  were	  recorded	  in	  the	  community	  in	  a	  defined	  area	  and	  period	  of	  time.	  Concepts	  from	  network	  theory	  underpin	  methods	  to	  quantify	  and	  statistically	  compare	  the	  network	  structure	  of	  different	  communities,	  or	  even	  the	  same	  community	  over	  time	  (Bascompte	  and	  Jordano	  2007),	  a	  useful	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tool	  when	  looking	  at	  the	  effects	  of	  climate	  change.	  Network	  structure	  also	  has	  implications	  for	  the	  functioning	  of	  the	  network.	  For	  example,	  a	  network	  with	  nested	  structure,	  in	  which	  specialised	  species	  interact	  with	  a	  subset	  of	  the	  interaction	  partners	  of	  the	  more	  generalised	  species	  (Bascompte	  et	  al.	  2003),	  is	  more	  tolerant	  to	  random	  species	  extinction	  (Memmott	  et	  al.	  2004).	  This	  is	  partly	  because	  as	  species	  are	  lost	  from	  nested	  networks,	  only	  a	  small	  subset	  of	  species	  risk	  losing	  their	  last	  interacting	  partner	  species	  (Memmott	  et	  al.	  2004).	  
Once	  the	  overall	  topology	  of	  a	  network	  is	  established,	  it	  is	  useful	  to	  characterise	  the	  type	  and	  strength	  of	  each	  interaction	  and	  examine	  how	  they	  vary	  over	  space	  and	  time,	  as	  changes	  to	  these	  parameters	  will	  provide	  a	  signal	  of	  climate	  driven	  changes.	  Firstly,	  flower	  visitors	  may	  be	  robbing	  nectar	  and	  pollen	  rewards,	  eating	  floral	  parts,	  or	  preying	  on	  other	  insects,	  and	  therefore	  it	  cannot	  be	  assumed	  that	  visitors	  are	  equivalent	  to	  pollinators	  (Pellmyr	  2002).	  Quantifying	  the	  pollen	  carried	  on	  visitors’	  bodies	  by	  examining	  it	  under	  a	  microscope	  is	  a	  necessary	  but	  time-­‐consuming	  initial	  step	  towards	  identifying	  potential	  pollinators.	  Secondly,	  elements	  of	  interaction	  strength	  can	  be	  crudely	  incorporated	  by	  recording	  the	  frequency	  of	  interaction	  over	  a	  given	  time	  period;	  ideally	  it	  would	  incorporate	  additional	  elements.	  The	  interaction	  strength	  between	  a	  plant	  species	  and	  its	  pollinator	  species	  will	  depend	  both	  on	  how	  dependent	  that	  plant	  is	  on	  a	  given	  pollinator	  species,	  and	  on	  the	  pollinator	  performance	  of	  a	  given	  species	  which	  incorporates	  frequency	  and	  effectiveness	  of	  the	  pollination	  interaction	  (Ne'eman	  et	  al.	  2010).	  Finally,	  conclusive	  evidence	  of	  the	  type	  and	  strength	  of	  interaction	  between	  a	  plant	  and	  its	  floral	  visitor	  requires	  manipulative	  experiments	  which	  ultimately	  follow	  these	  factors	  to	  determine	  the	  fitness	  effects	  for	  the	  plants	  and	  the	  invertebrate	  visitors.	  Few	  studies	  have	  achieved	  this	  level	  of	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detail	  to	  date	  for	  a	  single	  species,	  let	  alone	  whole	  networks,	  but	  progress	  is	  possible	  if	  the	  importance	  of	  the	  results	  is	  understood.	  
Temporal	  variation	  of	  interactions	  in	  an	  already	  variable	  environment	  The	  arid	  zone	  constitutes	  70%	  of	  the	  Australian	  continent,	  and	  is	  a	  highly	  unpredictable	  and	  extreme	  environment.	  Like	  other	  arid	  environments	  around	  the	  world,	  it	  is	  extreme	  in	  temperature	  and	  rainfall.	  The	  Simpson	  Desert	  in	  south-­‐west	  Queensland	  is	  classified	  as	  a	  hot,	  dry	  desert	  with	  an	  average	  annual	  rainfall	  of	  about	  150mm.	  Climatic	  averages	  are,	  however,	  a	  poor	  indicator	  of	  water	  availability	  in	  this	  environment.	  Compared	  to	  areas	  of	  similar	  average	  annual	  rainfall	  around	  the	  world,	  the	  climate	  of	  arid	  Australia	  is	  unusually	  unpredictable	  (Stafford	  Smith	  2008,	  Morton	  et	  al.	  2011).	  There	  are	  periods	  of	  very	  low	  rainfall	  (Fig.	  6-­‐1),	  which,	  combined	  with	  high	  rates	  of	  evaporation,	  lead	  to	  prolonged	  periods	  of	  low	  water	  availability	  and	  even	  drought.	  Dry	  periods	  are	  periodically	  interrupted	  by	  large	  rainfall	  events	  (Fig.	  6-­‐1),	  in	  which	  an	  amount	  in	  excess	  of	  the	  average	  annual	  rainfall	  can	  fall	  in	  a	  day,	  causing	  widespread	  flooding.	  Large	  rainfall	  events	  are	  the	  principal	  biological	  and	  physical	  drivers	  in	  the	  arid	  zone	  (Morton	  et	  al.	  2011).	  They	  stimulate	  plant	  germination,	  growth	  and	  reproduction,	  with	  flow-­‐on	  effects	  throughout	  the	  ecological	  community	  (Chesson	  et	  al.	  2004),	  driving	  the	  classic	  ‘boom-­‐bust’	  pattern.	  This	  variable	  rainfall	  pattern	  is	  influenced	  by	  the	  phase	  of	  the	  El	  Niño	  Southern	  Oscillation,	  which	  is	  expected	  to	  intensify	  in	  magnitude	  due	  to	  climate	  change	  (IPCC	  2007).	  We	  can	  therefore	  expect	  longer	  and	  drier	  droughts	  and	  rainfall	  events	  of	  greater	  magnitude.	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Fig.	  6-­‐1.	  Yearly	  rainfall	  (mm)	  recorded	  for	  Glenormiston	  station	  for	  the	  period	  between	  1892	  and	  2012	  (without	  1902	  –	  1911).	  This	  illustrates	  the	  variability	  in	  annual	  rainfall	  on	  the	  edge	  of	  the	  Simpson	  Desert,	  SW	  Queensland	  (Source:	  Bureau	  of	  Meteorology).	  	  
The	  timing	  of	  species	  interactions	  in	  arid	  Australia	  is	  fundamentally	  different	  to	  those	  in	  temperate	  or	  seasonal	  environments	  due	  to	  climatic	  unpredictability.	  Species	  in	  seasonal	  environments	  respond	  to	  environmental	  cues	  such	  as	  temperature	  and	  day	  length	  in	  precise	  ways,	  making	  them	  highly	  sensitive	  to	  climatic	  change	  (Walther	  2010).	  Any	  variation	  in	  their	  phenology	  (timing	  of	  life	  history	  events)	  could	  affect	  their	  interactions	  with	  other	  species,	  especially	  if	  their	  interacting	  partners	  respond	  asynchronously	  (Gilman	  et	  al.	  2010,	  Walther	  2010).	  
Plant	  phenological	  records	  from	  study	  sites	  in	  the	  Simpson	  Desert,	  SW	  QLD,	  show	  great	  temporal	  variation	  in	  plant	  flowering	  (Fig.	  6-­‐2).	  Plant	  phenology	  was	  surveyed	  at	  three	  sites	  at	  three-­‐monthly	  intervals	  between	  May	  2004	  and	  November	  2007.	  For	  each	  site,	  two	  one-­‐hectare	  areas,	  each	  with	  15	  plots	  of	  5	  m	  x	  5	  m	  area	  were	  randomly	  placed	  along	  three	  100m	  transects,	  across	  the	  crest,	  mid	  and	  swale	  dune	  zones	  respectively.	  In	  each	  plot,	  the	  abundance,	  and	  intensity	  of	  flowering	  and	  fruiting	  of	  each	  plant	  species	  was	  assessed.	  Fig.	  6-­‐2	  is	  a	  visual	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representation	  of	  the	  flowering	  phenology	  in	  terms	  of	  the	  number	  of	  plant	  species	  flowering	  and	  the	  flowering	  intensity	  of	  five	  representative	  plant	  species	  for	  one	  site	  of	  the	  three	  sites	  surveyed	  during	  this	  period.	  The	  temporal	  variation	  in	  flowering	  is	  driven	  by	  the	  amount	  and	  timing	  of	  rainfall.	  Over	  the	  18	  months	  prior	  to	  June	  2005,	  110mm	  of	  rain	  fell	  and	  little	  flowering	  occurred.	  Following	  the	  June	  2005	  and	  the	  January	  2007	  rainfall	  were	  periods	  of	  mass	  co-­‐flowering.	  The	  species,	  intensity,	  duration	  and	  timing	  of	  flowering	  differed	  between	  the	  two	  boom	  periods	  due	  to	  rainfall:	  100mm	  of	  rain	  over	  9	  days	  in	  June	  2005	  caused	  16	  species	  to	  flower	  in	  a	  boom	  lasting	  6	  months,	  whilst	  220mm	  of	  rain	  over	  12	  days	  in	  January	  2007	  caused	  22	  species	  to	  flower	  in	  a	  boom	  lasting	  12	  months.	  Whether	  floral	  visitors	  respond	  to	  rain	  or	  resources	  (such	  as	  nectar	  and	  pollen)	  remains	  unclear,	  but	  their	  activity,	  like	  flowering,	  is	  also	  varied	  over	  time.	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Fig.	  6-­‐2.	  The	  number	  of	  plant	  species	  flowering	  (bars)	  and	  the	  flowering	  intensity	  of	  five	  plant	  species	  (Tephrosia	  rosea,	  Fabaceae;	  Ptilotus	  polystachyus,	  Amaranthaceae;	  Ptilotus	  latifolius;	  
Lechenaultia	  divaricate,	  Goodeniaceae;	  Calotis	  erinacea,	  Asteraceae).	  Intensity	  is	  on	  a	  scale	  of	  0	  -­‐	  5,	  where	  0	  indicates	  no	  flowering	  and	  5	  indicates	  abundant	  flowering.	  The	  boom-­‐bust	  nature	  of	  the	  system	  is	  evident	  in	  the	  number	  of	  species	  flowering,	  however,	  the	  length	  and	  intensity	  of	  flowering	  varies	  among	  species.	  In	  this	  unpredictable	  and	  variable	  landscape,	  we	  can	  expect	  species	  interactions	  to	  be	  similarly	  highly	  variable	  in	  space	  and	  time.	  To	  assess	  this	  variability,	  visitation	  interactions	  were	  sampled	  in	  September	  and	  November	  of	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2007,	  from	  several	  sites	  in	  the	  Simpson	  Desert	  by	  observing	  and	  collecting	  insects	  visiting	  flowers.	  A	  visitation	  was	  defined	  as	  any	  physical	  contact	  between	  the	  insect	  and	  a	  flower,	  and	  no	  a	  priori	  decisions	  were	  made	  about	  probable	  pollinators.	  To	  ensure	  an	  adequate	  sample	  of	  visitors	  was	  obtained,	  a	  stratified	  approach	  was	  used	  to	  select	  areas	  to	  sample:	  groups	  of	  plants	  within	  a	  one-­‐metre	  square,	  or	  individual	  plants,	  with	  abundant	  flowering	  and	  additional	  samples	  were	  collected	  using	  transects	  in	  areas	  of	  sparse	  flowering.	  This	  combination	  of	  sampling	  methods	  was	  used	  in	  a	  stratified	  way	  to	  overcome	  the	  shortfalls	  and	  biases	  associated	  with	  each	  method	  (Gibson	  et	  al.	  2011).	  Observations	  were	  made	  for	  10	  minute	  periods	  and	  any	  invertebrate	  floral	  visitors	  were	  caught	  using	  nets	  and	  plastic	  containers,	  and	  transferred	  into	  five	  millilitre	  vials	  for	  transportation.	  Nestedness	  was	  calculated	  using	  the	  Bipartite	  (Dormann	  et	  al.	  2008)	  package	  implemented	  in	  the	  R	  statistical	  package	  (ver.	  2.11.1,	  R	  Development	  Core	  Team	  2010).	  
The	  interactions	  that	  were	  sampled	  from	  a	  single	  location	  during	  September	  and	  November	  2007	  are	  represented	  as	  networks	  in	  Fig.	  6-­‐3.	  A	  relatively	  high	  turnover	  of	  species	  occurred	  between	  the	  two	  periods:	  in	  September	  there	  were	  24	  insect	  species	  and	  9	  plant	  species	  (Fig.	  6-­‐3A)	  and	  in	  November	  there	  were	  26	  insect	  species	  and	  14	  plant	  species	  (Fig.	  6-­‐3B),	  of	  which,	  7	  insect	  species	  and	  6	  plant	  species	  appeared	  in	  both	  networks.	  Species	  that	  occur	  in	  both	  networks	  and	  interact	  in	  one	  network	  do	  not	  necessarily	  interact	  in	  the	  other	  network.	  For	  instance	  Calotis	  erinacea	  and	  Lipotriches	  flavoviridis	  (Halictidae),	  and	  Ptilotus	  latifolius	  and	  Lassioglossum	  immaculatum	  (Halictidae)	  interact	  in	  one	  network	  but	  not	  in	  the	  other.	  The	  position	  of	  species	  in	  the	  network	  also	  varied	  between	  the	  two	  periods.	  A	  connector	  species	  within	  a	  network	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interacts	  with	  species	  from	  multiple	  groups.	  In	  the	  September	  2007	  survey,	  the	  insect	  species	  in	  blue	  (Homalictus	  urbanus,	  Halictidae)	  appears	  as	  a	  connector.	  However,	  a	  few	  months	  later,	  in	  November,	  whilst	  H.	  urbanus	  remains	  as	  a	  connector,	  two	  others	  (L.	  flavoviridis	  and	  Amegilla	  chlorocyanea,	  Apidae)	  that	  were	  not	  connector	  species	  in	  September	  have	  become	  connectors.	  Hub	  species,	  of	  which	  there	  are	  three	  in	  September	  (in	  red),	  interact	  with	  many	  other	  single	  interacting	  species.	  In	  November,	  however,	  these	  species	  cease	  to	  be	  hub	  species,	  and	  two	  other	  species	  assume	  that	  role.	  Network	  structure	  can	  also	  be	  expressed	  through	  concepts	  from	  network	  theory,	  such	  as	  nestedness,	  as	  explained	  earlier.	  The	  September	  network	  has	  a	  nestedness	  value	  of	  0.60	  (values	  range	  from	  0	  to	  1,	  1	  indicating	  maximum	  nestedness)	  while	  November	  has	  a	  value	  of	  0.86.	  This	  suggests	  that	  the	  network	  in	  November,	  being	  more	  nested	  than	  the	  September	  network,	  is	  more	  tolerant	  to	  random	  extinctions.	  
Whether	  we	  aim	  to	  preserve	  species,	  communities,	  the	  structure	  of	  interaction	  networks,	  or	  a	  combination	  of	  all	  three,	  knowing	  what	  ‘state’	  to	  aim	  for	  or	  how	  much	  change	  is	  tolerable	  remains	  unclear.	  Spatio-­‐temporal	  variation,	  a	  natural	  feature	  of	  ecological	  communities	  generally,	  is	  exemplified	  in	  the	  phenological	  variation	  and	  dynamic	  assemblages	  of	  plant	  and	  insect	  species	  in	  the	  Simpson	  Desert.	  Such	  variation	  is	  reflected	  in	  changes	  to	  the	  floral-­‐visitor	  interaction	  network.	  Therefore,	  constructing	  dynamic	  networks,	  which	  also	  incorporate	  varying	  interaction	  strengths	  and	  account	  for	  varying	  mutualistic	  and	  negative	  interactions	  is	  an	  important	  next	  step.	  Quantifying	  temporal	  change	  in	  species	  interactions	  will	  help	  reveal	  the	  ecological	  mechanisms	  and	  processes	  that	  structure	  ecological	  communities	  and,	  therefore,	  help	  predict	  how	  they	  will	  respond	  to	  climate	  change.	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Fig.	  6-­‐3.	  Two-­‐mode	  interaction	  networks	  depicting	  flower-­‐visitation	  interactions	  between	  plant	  and	  insect	  species	  at	  Carlo	  Station,	  Simpson	  Desert	  SW	  QLD,	  sampled	  during	  September	  (a)	  and	  November	  (b)	  2007.	  A	  line	  between	  a	  plant	  and	  insect	  species	  denotes	  a	  visitation	  interaction.	  Plant	  species	  in	  red	  text	  refer	  to	  hub	  species	  in	  September,	  which	  then	  cease	  to	  be	  hubs	  in	  November,	  when	  two	  new	  hub	  plant	  species	  appear	  in	  the	  network.	  Visitor	  species	  in	  blue	  text	  denote	  link	  species	  in	  both	  September	  and	  November.	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Conclusions 
Interactions	  between	  species	  are	  climate	  dependent.	  Even	  seemingly	  small	  changes	  between	  two	  species	  can	  have	  large	  cumulative	  effects	  through	  entire	  ecological	  communities.	  Therefore,	  predicting	  ecological	  responses	  to	  climate	  change	  will	  necessarily	  depend	  upon	  understanding	  how	  the	  full	  suite	  of	  species	  interactions	  function	  within	  the	  community.	  Current	  variation	  in	  species	  interactions,	  especially	  in	  highly	  variable	  and	  extreme	  environments,	  will	  inform	  us	  of	  mechanisms	  by	  which	  species	  and	  communities	  respond	  to	  change.	  An	  exciting	  opportunity	  exists	  to	  extend	  studies	  on	  the	  distribution	  and	  phenology	  of	  species	  to	  construct	  species	  interaction	  networks.	  Determining	  the	  fitness	  outcomes	  of	  species	  interactions	  in	  an	  entire	  network	  would	  allow	  us	  to	  track	  subtle	  changes.	  This	  level	  of	  detail	  would,	  however,	  involve	  considerably	  more	  time	  and	  effort.	  
To	  successfully	  manage	  the	  effects	  of	  climate	  change,	  we	  must	  start	  by	  drastically	  reducing	  greenhouse	  gas	  emissions.	  This	  will	  limit	  the	  change	  we	  experience	  and	  reduce	  the	  likelihood	  of	  exceeding	  critical	  thresholds	  beyond	  which	  rapid	  and	  irreversible	  ecosystem	  state	  change	  occurs	  (Scheffer	  et	  al.	  2001).	  Climate	  change	  is	  already	  underway,	  however,	  and	  its	  effects	  are	  being	  felt,	  rendering	  the	  immediate	  practice	  of	  robust	  management	  strategies	  important.	  Robust	  strategies	  are	  those	  that	  will	  allow	  ecological	  communities	  to	  persist	  without	  continuous	  human	  intervention	  and	  therefore	  continuous	  supply	  of	  money,	  and	  be	  able	  to	  persist	  through	  other	  environmental	  change	  should	  it	  occur.	  The	  success	  of	  strategies	  to	  conserve	  wildlife	  will	  depend	  on	  how	  they	  support	  the	  maintenance	  of	  the	  ecological	  and	  evolutionary	  processes	  that	  structure	  ecological	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communities.	  This	  involves	  three	  points	  of	  action:	  1)	  continue	  mitigating	  known	  threats	  such	  as	  pests,	  weeds	  and	  fire;	  2)	  re-­‐evaluate	  some	  actions	  such	  as	  translocations,	  the	  erection	  of	  fences	  and	  exotic	  species	  eradication;	  and	  3)	  co-­‐operation	  involving	  public	  and	  private	  partnerships	  at	  the	  local,	  regional	  and	  national	  level.	  The	  success	  of	  management	  strategies	  will	  rely	  on	  our	  flexibility	  and	  responsiveness	  to	  new	  information.	  We	  need	  to	  be	  aware	  that	  previous	  risk	  assessments	  of	  certain	  actions	  become	  less	  valid	  as	  climate	  change	  progresses,	  and	  we	  need	  to	  re-­‐examine	  our	  assumptions	  of	  what	  we	  know	  about	  where	  species	  or	  communities	  are	  meant	  to	  be	  in	  the	  landscape.	  By	  considering	  the	  function	  and	  structure	  of	  ecosystems,	  rather	  than	  species	  lists,	  we	  may	  need	  to	  resign	  ourselves	  to	  the	  idea	  that	  some	  species	  will	  not	  be	  able	  to	  maintain	  wild	  populations	  in	  current	  locations,	  while	  other	  species,	  even	  exotics,	  will	  become	  important	  for	  the	  functioning	  and	  persistence	  of	  ecological	  communities.	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JOCK	  You	  ever	  see	  pollination	  up	  close?	  	  BARRY	  No,	  sir.	  	  JOCK	  (as	  he	  pollinates)	  I	  pick	  up	  some	  pollen	  over	  here,	  sprinkle	  it	  over	  here,	  maybe	  a	  dash	  over	  there,	  pinch	  on	  that	  one…see	  that?	  It’s	  a	  little	  bit	  of	  magic,	  ain’t	  it?	  	  	  Bee	  Movie,	  2007,	  Paramount	  Pictures.	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Overview	  
Pollination	  is	  an	  essential	  ecosystem	  function	  that	  supports	  life	  on	  earth	  by	  sustaining	  hundreds	  of	  thousands	  of	  plant	  and	  animal	  species,	  which	  in	  turn	  secures	  food	  for	  human	  populations.	  Pollination	  interactions	  are	  predominantly	  generalised	  and	  so	  play	  out	  in	  a	  broader	  community	  context	  where	  species	  are	  interdependent	  in	  a	  complex	  network	  of	  links	  between	  species-­‐pairs.	  The	  inter-­‐relationships	  among	  species,	  represented	  graphically	  by	  the	  topology	  of	  the	  network,	  support	  the	  coexistence	  and	  stability	  of	  species,	  and	  the	  persistence	  of	  pollination	  as	  an	  ecosystem	  function.	  However,	  ecological	  communities	  are	  naturally	  dynamic	  in	  the	  composition	  of	  species	  and	  their	  relative	  abundances	  across	  space	  and	  time.	  This	  raises	  a	  fundamental	  question	  of	  how	  pollination,	  foraging	  and	  other	  ecological	  functions	  of	  the	  network	  of	  species-­‐pairs	  are	  maintained	  despite	  the	  rewiring	  of	  interactions	  that	  is	  inevitable	  as	  ecological	  communities	  change	  with	  environmental	  variation.	  	  
The	  overall	  objective	  of	  this	  thesis	  was	  to	  tackle	  this	  problem	  by	  investigating	  how	  network	  structure	  and	  function	  respond	  to	  environmental	  drivers	  in	  a	  highly	  dynamic	  system	  and	  to	  do	  this	  across	  multiple	  temporal	  and	  spatial	  scales.	  The	  spinifex	  hummock	  grassland	  bioregion	  of	  central	  Australia	  was	  an	  ideal	  choice,	  as	  the	  plant	  and	  invertebrate	  communities	  respond	  to	  rain-­‐driven	  resource	  pulses.	  Precipitation	  in	  this	  arid	  region,	  while	  low,	  is	  amongst	  the	  most	  unpredictable	  worldwide.	  I	  tracked	  the	  natural	  reorganisation	  of	  flower-­‐visitor	  networks	  (due	  to	  rain-­‐driven	  pulses)	  by	  thoroughly	  sampling	  a	  spatially	  and	  temporally	  resolved	  set	  of	  flower-­‐visitor	  networks.	  	  Fortune	  smiled,	  as	  flooding	  
Chapter	  7:	  General	  discussion	  
173	  
rains	  during	  the	  study	  period	  broke	  100-­‐year	  records	  (Greenville	  et	  al.	  2012)	  and	  delivered	  a	  pulse	  of	  extreme	  productivity	  (Wardle	  et	  al.	  2013).	  The	  anticipated	  variation	  in	  network	  structure,	  species	  richness,	  abundance,	  composition	  and	  flowering	  intensity	  led	  to	  distinct	  networks	  across	  space	  and	  time.	  	  
This	  thesis	  is	  novel	  in	  the	  context	  of	  studies	  on	  flower-­‐visitor	  networks	  for	  the	  following	  reasons:	  1)	  it	  is	  among	  the	  first	  to	  sample	  several	  multi-­‐species	  interaction	  networks	  concurrently	  and	  to	  attempt	  this	  on	  several	  temporal	  and	  spatial	  scales;	  2)	  the	  pollination	  network	  research	  was	  one	  of	  a	  few	  studies	  to	  be	  conducted	  in	  a	  pulse-­‐reserve	  arid	  grassland,	  a	  widespread	  bioregion	  that	  is	  under-­‐represented	  in	  pollination	  studies;	  3)	  my	  data	  validated	  the	  use	  of	  visitation	  networks	  as	  a	  substitute	  for	  pollination	  networks;	  4)	  I	  evaluated	  how	  environmental	  change	  can	  shape	  the	  properties	  of	  network	  structure;	  5)	  the	  research	  revealed	  how	  the	  role	  of	  a	  species	  within	  a	  network	  of	  interactions	  can	  be	  mediated	  through	  certain	  traits	  and	  rain-­‐driven	  change	  in	  species	  composition;	  and	  6)	  over	  30	  bee	  species,	  previously	  unknown	  to	  science,	  were	  discovered,	  representing	  a	  novel	  contribution	  to	  our	  understanding	  of	  the	  bee	  fauna	  of	  arid	  Australia.	  	  
The	  findings	  of	  this	  study	  are	  of	  increased	  significance	  given	  predictions	  that	  global	  climate	  change	  will	  increase	  the	  frequency	  and	  severity	  of	  extreme	  climatic	  events	  (IPCC	  2007).	  As	  this	  unfolds,	  more	  of	  the	  world’s	  terrestrial	  ecosystems	  are	  expected	  to	  experience	  pulse-­‐reserve	  dynamics,	  and	  to	  be	  subject	  to	  permanent	  changes	  in	  the	  availability	  of	  resources	  through	  time	  (Knapp	  et	  al.	  2008).	  This	  will	  ultimately	  lead	  to	  changes	  in	  the	  structure	  and	  dynamics	  of	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ecological	  communities,	  and	  will	  flow	  on	  to	  affect	  the	  structure,	  function	  and	  dynamics	  of	  networks,	  as	  illustrated	  here.	  
In	  this	  final	  chapter	  I	  first	  present	  a	  summary	  and	  synthesis	  of	  the	  most	  important	  findings	  and	  then	  discuss	  my	  results	  in	  relation	  to	  the	  literature.	  Limitations	  and	  suggested	  further	  research	  are	  explored	  in	  the	  concluding	  sections.	  
Summary	  and	  synthesis	  of	  results	  
The	  comparison	  of	  sampling	  methods	  revealed	  that	  net	  sampling	  was	  a	  more	  effective	  method	  than	  pan	  traps	  to	  assess	  flower-­‐visitor	  diversity	  and	  abundance	  in	  a	  way	  that	  reflected	  the	  spatio-­‐temporal	  variability	  in	  floral	  resources.	  Pan	  traps	  failed	  to	  sample	  known	  flower-­‐visitor	  species,	  but	  did	  sample	  species	  that	  did	  not	  visit	  flowers.	  As	  a	  result,	  we	  cannot	  be	  sure	  that	  pans	  traps	  sample	  pollinators,	  and	  so	  the	  link	  to	  pollination	  is	  questionable.	  Net	  sampling	  linked	  species	  to	  pollination	  through	  behavioural	  observations	  and	  flower-­‐visitation	  interaction	  frequency,	  and	  allowed	  the	  sampling	  of	  pollen	  from	  collected	  visitors.	  Therefore,	  the	  use	  of	  net	  sampling	  to	  survey	  pollinators,	  in	  this	  context,	  is	  preferred	  over	  pan	  traps.	  	  
Having	  established	  the	  appropriate	  method	  for	  sampling,	  it	  was	  important	  to	  confirm	  the	  extent	  to	  which	  a	  visitation	  network	  would	  be	  related	  to	  pollinator	  interactions.	  This	  is	  not	  straightforward	  (Ne'eman	  et	  al.	  2010,	  Willmer	  2011),	  given	  that	  a	  visitor	  needs	  to	  pick	  up	  pollen,	  travel	  to	  conspecific	  plant,	  and	  deposit	  it	  on	  a	  receptive	  stigma,	  in	  order	  for	  pollination	  to	  occur	  (Pellmyr	  2002).	  However,	  a	  simple	  first	  step	  toward	  the	  identification	  of	  pollinators	  from	  flower-­‐visitors	  is	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determining	  if	  visitors	  move	  pollen.	  By	  constructing	  a	  pollen-­‐transport	  network	  and	  comparing	  its	  structure	  and	  links	  with	  a	  flower-­‐visitor	  network,	  I	  found	  that	  pollen-­‐transport	  resulted	  from	  one-­‐third	  of	  flower-­‐visitor	  links,	  from	  both	  common	  and	  rare	  visitation	  interactions.	  Visitation	  and	  pollen-­‐transport	  networks	  displayed	  similar	  structural	  properties,	  but	  the	  pollen-­‐transport	  network	  displayed	  higher	  network-­‐level	  specialisation,	  lower	  interaction	  evenness	  and	  fewer	  links.	  Despite	  the	  shortfalls	  of	  sampling	  all	  flower-­‐visitors	  instead	  of	  only	  pollinators,	  visitation	  networks	  are	  a	  good	  representation	  of	  pollen-­‐transport	  networks.	  Pollination	  interactions	  would	  be	  a	  potentially	  biased	  subset	  of	  pollen-­‐transport	  interactions,	  as	  an	  animal’s	  performance	  as	  a	  pollinator	  will	  depend	  on	  its	  morphological	  and	  behavioural	  characteristics	  (Mayfield	  et	  al.	  2001).	  	  
Having	  tested	  the	  suitability	  of	  methods	  being	  used,	  I	  set	  up	  a	  spatially-­‐hierarchical	  sampling	  design	  with	  distances	  ranging	  from	  1	  km	  to	  around	  50	  km	  and	  revisited	  the	  sites	  over	  several	  sampling	  periods	  to	  detect	  changes	  in	  network	  structure	  in	  response	  to	  rainfall.	  I	  found	  that	  nine	  month’s	  cumulative	  rainfall	  was	  an	  important	  determinant	  of	  network	  structure.	  Structural	  properties	  of	  network	  size,	  network-­‐level	  specialisation,	  and	  nestedness	  increased	  with	  recent	  rainfall	  while	  connectance	  decreased.	  Network-­‐level	  specialisation	  changed	  independently	  of	  network	  size,	  which	  suggested	  that	  rainfall	  was	  an	  important	  determinant	  of	  network	  specialisation.	  Connectance	  decreased	  and	  nestedness	  increased	  with	  increasing	  rainfall	  and	  network	  size,	  in	  a	  way	  that	  was	  consistent	  with	  the	  idea	  that	  changes	  in	  network	  size	  due	  to	  rainfall	  will	  cause	  several	  changes	  in	  network	  structure.	  Increases	  in	  network	  size	  were	  mainly	  due	  to	  increases	  in	  visitor	  species	  richness.	  The	  rate	  of	  increase	  of	  visitor	  species	  with	  rain	  was	  greater	  than	  the	  rate	  of	  increase	  in	  plant	  species,	  possibly	  a	  result	  of	  a	  concurrent	  proliferation	  in	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flowering	  intensity.	  Plant	  species	  richness	  was	  the	  main	  determinant	  of	  the	  number	  of	  network	  modules,	  while	  visitor	  species	  richness	  was	  the	  main	  determinant	  of	  the	  size	  of	  modules.	  Fluctuations	  in	  module	  size	  were	  driven	  primarily	  by	  species	  playing	  an	  ultra-­‐peripheral	  role,	  followed	  by	  peripherals	  and	  connectors,	  but	  the	  number	  of	  hubs	  per	  module	  was	  never	  greater	  than	  one.	  All	  hubs	  were	  plant	  species,	  and	  peripherals	  were	  more	  likely	  to	  be	  plants	  than	  visitor	  species.	  Ultra-­‐peripherals	  were	  more	  likely	  to	  be	  visitors	  than	  plants.	  Greater	  flowering	  intensity	  also	  increased	  the	  average	  number	  of	  links	  per	  species	  in	  the	  network,	  which	  caused	  an	  increase	  in	  the	  proportion	  of	  connectors	  in	  the	  network	  but	  decreased	  that	  of	  ultra-­‐peripherals.	  By	  testing	  the	  effect	  of	  species	  traits	  on	  roles,	  I	  found	  that	  species	  roles	  were	  affected	  by	  the	  level	  of	  species	  complementarity:	  the	  species	  role	  of	  zygomorphic	  plant	  species	  shifted	  away	  from	  ultra-­‐peripherals	  and	  towards	  connectors	  and	  hubs	  as	  bee	  species	  richness	  increased	  with	  rain.	  This	  demonstrated	  that	  species’	  role	  depended	  not	  only	  on	  the	  abundance	  or	  traits	  of	  species,	  but	  also	  on	  rain	  as	  a	  driver	  of	  species	  composition	  and	  flowering	  intensity.	  
Interactions	  are	  one	  of	  the	  most	  important	  factors	  structuring	  ecological	  communities.	  For	  example,	  competitive	  interactions	  control	  species	  abundances	  (Hairston	  et	  al.	  1960),	  and	  facilitative	  interactions	  extend	  species	  distributions	  (Bertness	  et	  al.	  1999).	  As	  interactions	  are	  sensitive	  to	  climate	  (Tylianakis	  et	  al.	  2008),	  the	  effects	  of	  climate	  change	  can	  be	  felt	  across	  entire	  ecological	  communities	  due	  to	  the	  interdependencies	  among	  species.	  Even	  seemingly	  small	  changes	  between	  two	  species	  can	  have	  large	  cumulative	  effects	  through	  a	  community.	  However,	  flower-­‐visitor	  networks	  from	  the	  pulse-­‐reserve	  system	  show	  us	  that	  even	  though	  most	  species	  and	  interactions	  are	  not	  persistent	  in	  time	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or	  space	  (Berlow	  et	  al.	  1999,	  Ostfeld	  and	  Keesing	  2000),	  most	  network	  structural	  properties	  are.	  The	  constancy	  of	  network	  properties	  allows	  network	  function	  to	  continue	  despite	  environmental	  variation	  faced	  by	  communities	  in	  pulse-­‐reserve	  systems.	  Maintaining	  pollination	  network	  structure	  that	  promotes	  persistence	  and	  resistance	  to	  perturbations	  will	  preserve	  pollination	  services,	  even	  if	  certain	  species	  do	  not	  persist.	  
Significance	  of	  results	  
Flower-­‐visitor	  interaction	  networks	  are	  dynamic	  over	  space	  and	  time	  The	  community	  of	  plants	  and	  their	  flower	  visitors	  in	  the	  Simpson	  Desert	  varied	  considerably	  in	  species	  richness,	  abundance	  and	  composition	  over	  space	  and	  time,	  and	  after	  each	  rain	  event.	  As	  a	  result,	  interaction	  networks	  were	  continuously	  re-­‐wired.	  Despite	  this	  constant	  reorganisation	  of	  ecological	  communities	  and	  interaction	  networks,	  structural	  properties	  of	  networks	  showed	  relative	  constancy,	  and	  most	  structural	  change	  resulted	  from	  changes	  in	  network	  size.	  Importantly,	  as	  nestedness	  and	  modularity	  showed	  relative	  stability,	  the	  functional	  aspects	  of	  these	  properties	  (Bascompte	  et	  al.	  2003,	  Guimerà	  and	  Amaral	  2005)	  also	  remained.	  For	  instance,	  nestedness	  builds	  redundancy	  into	  the	  network,	  reducing	  the	  threat	  of	  random	  extinctions	  (Memmott	  et	  al.	  2004)	  and	  supports	  species	  co-­‐existence	  (Bastolla	  et	  al.	  2009),	  while	  modularity	  is	  believed	  to	  limit	  the	  spread	  of	  perturbation	  such	  as	  species	  loss	  (Olesen	  et	  al.	  2007).	  However,	  specialisation	  increased	  with	  rainfall,	  which	  may	  be	  a	  mechanism	  to	  increase	  niche	  differentiation,	  which	  in	  turn	  increases	  species	  co-­‐existence	  during	  periods	  of	  high	  rainfall	  (Chapter	  4).	  My	  study	  is	  not	  the	  first	  to	  find	  changes	  in	  species	  composition	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and	  interactions	  over	  time,	  nor	  was	  it	  the	  first	  to	  report	  the	  stability	  of	  network	  properties	  including	  network	  size	  (e.g.	  Alarcón	  et	  al.	  2008,	  Olesen	  et	  al.	  2008,	  Petanidou	  et	  al.	  2008,	  Dupont	  et	  al.	  2009).	  	  What	  is	  novel	  about	  my	  study	  is	  that	  it	  explicitly	  investigated	  network	  and	  community	  dynamics	  in	  relation	  to	  environmental	  variation.	  In	  addition,	  Olesen	  et	  al.	  (2008),	  Petanidou	  et	  al.	  (2008)	  and	  Dupont	  et	  al.	  (2009)	  also	  pooled	  interactions	  over	  a	  one-­‐year	  period	  to	  construct	  networks,	  whereas	  I	  sampled	  interactions	  over	  a	  finer	  temporal	  scale.	  Yearly	  variation	  in	  pollination	  interactions	  is	  important,	  but	  coarse	  scale	  pooling	  affects	  network	  properties	  such	  as	  size	  and	  connectance	  (Jordano	  1987,	  Burkle	  and	  Alarcón	  2011),	  and	  fails	  to	  capture	  dynamics	  on	  smaller	  time	  scales,	  or	  the	  trajectory	  of	  systems	  over	  time	  (Belovsky	  et	  al.	  2004).	  	  
The	  temporal	  scale	  at	  which	  networks	  were	  constructed	  in	  my	  study	  enabled	  a	  unique	  look	  at	  the	  dynamics	  of	  flower-­‐visitor	  networks.	  A	  peak	  in	  activity	  was	  recorded	  in	  November	  2010,	  as	  a	  result	  of	  variation	  in	  rainfall	  (November	  2010	  can	  be	  considered	  a	  peak,	  as	  the	  communities	  exhibited	  the	  greatest	  number	  of	  species,	  interactions,	  abundances	  and	  flowering	  intensity).	  However,	  changes	  in	  the	  flower-­‐visitor	  networks	  between	  June	  2010,	  November	  2010,	  and	  June	  2011	  were	  not	  simple	  assembly	  and	  disassembly	  processes.	  That	  is,	  new	  species	  added	  to	  the	  network	  between	  June	  2010	  and	  November	  2010	  were	  not	  subsequently	  lost	  between	  November	  2010	  and	  June	  2011.	  Nor	  was	  the	  peak	  activity	  just	  a	  larger	  version	  of	  the	  June	  samples	  with	  similar	  species	  present	  but	  at	  increased	  abundances.	  Instead,	  communities	  underwent	  reorganisation.	  Between	  each	  sampling	  period,	  some	  species	  left	  the	  network	  while	  new	  species	  joined	  the	  network.	  With	  increasing	  cumulative	  rainfall,	  the	  number	  of	  species	  which	  joined	  the	  network	  was	  greater	  than	  those	  that	  left	  the	  network.	  Meanwhile,	  abundances	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of	  species	  that	  remained	  active	  during	  multiple	  periods	  continuously	  fluctuated	  in	  space	  and	  time.	  Differences	  among	  the	  sampling	  periods	  are	  probably	  a	  result	  of	  the	  varied	  responses	  species	  have	  to	  resource	  pulses,	  through	  physiological	  and	  morphological	  differences,	  which	  control	  their	  resource	  uptake,	  growth,	  reproduction	  and	  dormancy	  (Danks	  2002,	  Chesson	  et	  al.	  2004,	  Schwinning	  and	  Sala	  2004).	  As	  a	  result,	  species	  will	  vary	  in	  how	  quickly	  they	  respond	  to	  a	  resource	  pulse,	  and	  in	  how	  long	  they	  remain	  active.	  	  
Flower-­‐visitor	  networks	  were	  also	  dynamic	  at	  all	  spatial	  scales	  considered	  (1	  km	  and	  50	  km)	  despite	  the	  fact	  that	  all	  sites	  supported	  the	  same	  plant	  community	  type	  (spinifex	  grassland),	  and	  all	  sites	  were	  connected	  by	  continuous	  spinifex	  grassland.	  Differences	  in	  the	  flower-­‐visitor	  community	  among	  sites	  and	  locations	  were	  mainly	  by	  variation	  in	  flowering	  intensity	  of	  plants,	  and	  by	  variations	  in	  the	  animals	  that	  visited	  flowers.	  This	  is	  an	  important	  finding,	  as	  current	  efforts	  to	  understand	  the	  impact	  of	  habitat	  loss	  or	  habitat	  segmentation	  rely	  to	  some	  extent	  on	  the	  assumption	  that	  ecological	  communities	  of	  the	  same	  type	  in	  different	  places	  are	  structurally	  the	  same	  prior	  to	  intervention	  (e.g.	  	  Forup	  et	  al.	  2008).	  My	  finding	  suggests	  this	  is	  not	  a	  fair	  assumption	  to	  make,	  as	  flower-­‐visitor	  communities	  form	  a	  mosaic	  even	  at	  small	  spatial	  scales.	  We	  must	  also	  take	  dynamics	  into	  account	  when	  attempting	  to	  understand	  how	  pollination	  interactions	  have	  changed	  over	  time	  (e.g.	  Burkle	  et	  al.	  2013),	  as	  considerable	  change	  in	  communities	  can	  be	  explained	  by	  natural	  variation.	  	  
Ecologists	  must	  always	  consider	  if	  the	  results	  of	  their	  study	  are	  dependent	  on	  factors	  other	  than	  those	  studied	  (Belovsky	  et	  al.	  2004).	  Especially	  insidious	  are	  results	  that	  are	  method	  dependent.	  This	  is	  particularly	  relevant	  to	  the	  study	  of	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pollination,	  given	  the	  debate	  about	  the	  prevalence	  of	  specialisation	  or	  generalisation	  (Waser	  et	  al.	  1996)	  is	  somewhat	  dependent	  on	  the	  spatio-­‐temporal	  scales	  at	  which	  a	  pollination	  study	  is	  conducted.	  The	  dynamic	  nature	  of	  flower-­‐visitor	  interactions	  means	  that	  the	  perceived	  specialisation	  or	  generalisation	  of	  a	  species	  (and	  a	  network),	  could	  be	  affected	  by	  whether	  plots	  or	  transects	  are	  used	  to	  sample	  visitors.	  For	  instance,	  spatially	  confined	  plots	  could	  affect	  captures	  if	  the	  spatial	  distribution	  of	  plants	  is	  patchy,	  as	  visitors	  may	  also	  be	  patchy.	  Longer	  transects	  or	  longer	  sampling	  periods	  can	  introduce	  forbidden	  links,	  affecting	  network	  structure.	  My	  recommendation	  would	  be	  to	  investigate	  the	  temporal	  dynamics	  and	  heterogeneity	  of	  a	  system	  as	  part	  of	  	  informing	  the	  appropriate	  scales	  at	  which	  to	  sample	  flower-­‐visitors.	  Doing	  so	  should	  minimise	  any	  effect	  of	  collection	  method	  (transect	  or	  plots).	  
Pollination	  in	  a	  pulse	  –	  reserve	  system	  I	  found	  broad	  support	  for	  the	  predominance	  of	  generalisation	  in	  pollination,	  supporting	  Waser	  et	  al.	  (1996).	  However,	  as	  visitation	  interactions	  were	  sampled,	  actual	  pollination	  interactions	  will	  be	  a	  subset	  of	  flower-­‐visitor	  interactions.	  Indeed,	  the	  pollen-­‐transport	  network	  demonstrated	  that	  bee	  pollinators	  were	  a	  subset	  of	  bee	  visitors	  (and	  will	  also	  be	  a	  subset	  of	  pollen-­‐transporters).	  The	  pulse-­‐reserve	  dynamic	  places	  temporal	  restrictions	  of	  when	  most	  plant	  and	  visitor	  species	  can	  reproduce	  (i.e.	  during	  a	  resource	  pulse	  when	  there	  are	  sufficient	  floral	  and	  pollinator	  resources)	  (Noy-­‐Meir	  1973),	  which	  makes	  the	  community	  vulnerable	  to	  any	  threats	  to	  pollination	  services	  during	  this	  short	  period.	  For	  instance,	  climate	  change	  will	  reduce	  opportunities	  for	  reproduction	  as	  rain	  events	  become	  further	  spaced	  apart	  (Greenville	  et	  al.	  2012),	  placing	  extra	  pressure	  on	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successful	  recruitment	  during	  pulses.	  Specialised	  species	  will	  be	  particularly	  constricted	  as	  they	  depend	  on	  their	  interaction	  partner.	  Network-­‐level	  specialisation	  increased	  with	  rain	  (Chapter	  5),	  possibly	  a	  result	  of	  timing	  by	  specialist	  visitors,	  which	  emerge	  with	  higher	  rainfall	  so	  as	  to	  ensure	  their	  required	  plant	  is	  in	  flower.	  This	  also	  coincides	  with	  the	  increase	  in	  importance	  of	  zygomorphic	  plant	  species,	  which	  have	  been	  speculated	  to	  be	  ’functionally	  specialised’	  flowers,	  as	  they	  place	  more	  limits	  on	  possible	  pollinators	  compared	  to	  actinomorphic	  species	  (Ollerton	  et	  al.	  2007).	  The	  limits	  stem	  from	  the	  fact	  that	  zygomorphic	  flowers	  require	  more	  complex	  handling	  by	  visitors	  (Neal	  et	  al.	  1998,	  Willmer	  2011).	  	  
When	  faced	  with	  inadequate	  resources,	  species	  in	  pulse-­‐reserve	  systems	  must	  ‘escape’	  and	  then	  ‘colonise’	  areas	  of	  favourable	  resources.	  This	  can	  be	  done	  either	  spatially	  or	  temporally.	  The	  most	  likely	  mechanism	  for	  invertebrate	  visitors	  to	  temporally	  escape	  unfavourable	  periods	  would	  be	  through	  diapause	  or	  quiescence	  at	  various	  life	  stages	  (Danks	  2002).	  Danforth	  (1999)	  found	  that	  Perdita	  
portalis	  (F:	  Andrenidae),	  a	  desert	  bee	  in	  southwestern	  United	  States,	  emerged	  from	  diapause	  during	  high	  soil	  humidity	  so	  as	  to	  time	  emergence	  with	  plant	  blooms.	  He	  notes	  that	  the	  bet-­‐hedging	  strategies	  of	  the	  bee	  species	  was	  similar	  to	  the	  strategies	  exhibited	  by	  desert	  annual	  plants	  (Philippi	  1993),	  as	  larvae	  were	  more	  likely	  to	  emerge	  with	  an	  increase	  in	  age	  and	  a	  decrease	  in	  weight.	  The	  ability	  of	  insects	  to	  alter	  developmental	  rates	  to	  cope	  with	  variable	  environments	  must	  be	  widespread	  (Danks	  2002),	  and	  has	  also	  been	  observed	  in	  Diptera	  and	  Coleoptera	  (Menu	  and	  Desouhant	  2002,	  Moraiti	  et	  al.	  2012).	  The	  ability	  of	  plants	  to	  cope	  with	  unfavourable	  conditions	  is	  well	  established,	  and	  includes	  a	  variety	  of	  mechanisms	  
Chapter	  7:	  General	  discussion	  
182	  
such	  as	  energy	  reserves,	  dormancy,	  and	  complex	  root	  structures	  which	  can	  access	  additional	  resources	  (Noy-­‐Meir	  1973,	  Philippi	  1993).	  	  
Another	  alternative	  for	  animals	  to	  cope	  with	  inadequate	  resources	  is	  to	  spatially	  track	  resources.	  While	  this	  is	  possible	  for	  more	  mobile	  animals	  such	  as	  birds	  (Roshier	  et	  al.	  2008),	  smaller	  insects	  are	  limited	  in	  their	  dispersal	  capabilities.	  Foraging	  distances	  are	  rarely	  over	  1	  km	  for	  larger	  bees	  (Zurbuchen	  et	  al.	  2009).	  Long-­‐distance	  dispersal	  by	  wind	  can	  occur	  (Compton	  2002),	  but	  is	  an	  unlikely	  mechanism	  to	  colonise	  large	  expanses	  of	  the	  desert.	  	  
Conservation	  of	  pollination	  services:	  Networks	  or	  species?	  Increasing	  evidence	  of	  pollination	  declines	  has	  led	  to	  concern	  about	  maintaining	  the	  pollination	  services	  on	  which	  many	  wild	  plants	  and	  agricultural	  crops	  depend	  (Biesmeijer	  et	  al.	  2006,	  Potts	  et	  al.	  2010,	  Tylianakis	  2013).	  Preserving	  the	  diversity	  of	  pollinator	  species	  is	  important	  for	  pollination	  (Fründ	  et	  al.	  2013),	  but	  as	  species	  are	  interdependent	  on	  one	  another	  through	  complex	  interaction	  networks,	  the	  preservation	  of	  pollinator	  species	  invariably	  depends	  on	  the	  health	  and	  functioning	  of	  the	  community	  in	  which	  they	  exist.	  Furthermore,	  networks	  are	  greater	  than	  the	  sum	  of	  their	  parts,	  meaning	  that	  patterns	  of	  interactions	  among	  species	  can	  conserve	  pollination	  services	  through	  network	  structures	  that	  promote	  resistance	  to	  environmental	  change:	  for	  instance,	  by	  reducing	  dependencies	  (asymmetric	  dependencies),	  promoting	  species	  richness	  (nestedness),	  or	  by	  limiting	  the	  spread	  of	  perturbations	  (modularity).	  However,	  Tylianakis	  et	  al.	  (2010)	  note	  that	  choosing	  appropriate	  structures	  to	  conserve	  can	  be	  practically	  challenging,	  as	  some	  metrics	  measuring	  structure	  can	  be	  dependent	  on	  network	  size	  (Dormann	  et	  al.	  2009).	  How	  to	  effectively	  conserve	  network	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structure	  may	  also	  be	  difficult	  in	  practice,	  despite	  new	  efforts	  to	  provide	  a	  framework	  for	  IUCN	  listing	  of	  ecosystems	  (Keith	  et	  al.	  2013).	  
The	  identification	  of	  species’	  roles	  in	  networks	  has	  also	  been	  suggested	  as	  a	  useful	  way	  to	  identify	  how	  to	  conserve	  network	  function,	  as	  certain	  roles,	  such	  as	  hubs	  or	  connectors	  support	  many	  other	  species	  and	  are	  important	  in	  generating	  network	  properties	  (Guimerà	  and	  Amaral	  2005).	  Dupont	  and	  Olesen	  (2009,	  2012)	  report	  that	  species	  are	  consistent	  in	  the	  roles	  that	  they	  play	  in	  a	  network.	  Such	  consistency	  is	  promising,	  as	  conservation	  efforts	  can	  focus	  on	  important	  species	  such	  those	  playing	  hub	  and	  connector	  roles.	  In	  addition,	  understanding	  how	  hub	  or	  connector	  species	  respond	  to	  environmental	  perturbations	  such	  as	  climate	  change,	  could	  be	  an	  effective	  starting	  point	  to	  determine	  possible	  effects	  of	  altered	  climate	  (Gilman	  et	  al.	  2010).	  However,	  my	  study	  found	  that	  species	  change	  roles	  relatively	  frequently.	  The	  ability	  of	  species	  to	  change	  roles	  demonstrates	  that	  the	  importance	  of	  a	  species	  in	  a	  network	  will	  depend	  on	  their	  community	  context	  (e.g.	  the	  importance	  of	  zygomorphic	  species	  increased	  as	  bee	  species	  richness	  increased,	  chapter	  5),	  and	  indeed	  my	  study	  is	  not	  the	  first	  to	  document	  the	  context-­‐dependence	  of	  species	  importance:	  Fründ	  et	  al.	  (2013)	  found	  that	  a	  pollinator	  species’	  contribution	  to	  seed	  set	  depended	  on	  how	  contrasting	  their	  functional	  traits	  were	  to	  other	  pollinator	  species	  in	  the	  community.	  Furthermore,	  if	  species	  can	  change	  roles,	  they	  also	  vary	  in	  how	  specialised	  or	  generalised	  they	  are,	  demonstrating	  the	  context	  dependence	  of	  a	  species’	  specialisation	  or	  generalisation.	  Therefore,	  determining	  ‘what’	  should	  be	  conserved	  to	  ensure	  pollination	  services	  is	  complex.	  It	  requires	  an	  understanding	  of	  network	  and	  community	  structure	  over	  multiple	  temporal	  and	  spatial	  scales.	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Conserving	  pollination	  services	  invariably	  requires	  monitoring	  of	  pollinator	  and	  plant	  populations	  in	  response	  to	  key	  drivers	  of	  decline	  such	  as	  habitat	  destruction,	  pollution,	  invasive	  species,	  and	  climate	  change	  (Mayer	  et	  al.	  2011).	  	  Net	  sampling	  was	  more	  effective	  at	  discovering	  the	  diversity	  and	  abundance	  of	  flower	  visitors	  in	  the	  pulse-­‐reserve	  system	  (chapter	  2).	  As	  a	  result,	  net	  sampling	  is	  the	  ideal	  method	  with	  which	  to	  sample	  flower-­‐visitors,	  as	  the	  climate	  becomes	  more	  extreme,	  and	  environments	  tend	  toward	  pulse-­‐reserve	  dynamics.	  Furthermore,	  net	  sampling	  provides	  a	  link	  to	  pollination	  through	  observations,	  interaction	  frequency,	  and	  pollen	  analysis,	  which	  will	  become	  increasingly	  important	  as	  interaction	  outcomes	  change	  with	  climate	  (Tylianakis	  et	  al.	  2008).	  New	  communities	  will	  also	  assemble	  as	  species	  change	  distributions	  and	  abundances	  (Bertin	  2008,	  Walther	  2010),	  so	  novel	  interactions	  will	  emerge,	  the	  outcome	  of	  which	  will	  need	  to	  be	  assessed.	  However,	  non-­‐flower	  based	  collection	  (pan	  traps,	  trap	  nests,	  malaise	  traps)	  are	  also	  useful,	  as	  they	  can	  detect	  variation	  in	  the	  emergence	  of	  visitors,	  which	  flower-­‐based	  sampling	  may	  miss	  if	  plants	  flower	  after	  visitors	  emerge.	  
The	  Simpson	  Desert:	  pollination	  in	  uncharted	  territory	  The	  plant-­‐pollinator	  communities	  in	  the	  Simpson	  Desert	  are	  especially	  interesting	  in	  global	  biodiversity	  terms,	  as	  the	  invertebrate	  visitors	  to	  flowers	  are	  native,	  solitary	  species	  (except	  for	  a	  few	  social,	  native	  ants),	  and	  visitor	  assemblages	  are	  not	  dominated	  by	  any	  one	  species.	  My	  study	  found	  that	  wasps	  and	  bees	  together	  represented	  60%	  of	  visitor	  species	  and	  70%	  of	  the	  visitor	  abundance.	  Wasps,	  with	  over	  130	  species,	  were	  twice	  as	  diverse	  as	  bees,	  but	  bees	  were	  still	  more	  abundant	  than	  wasps	  in	  total.	  Other	  visitors	  were	  from	  a	  suite	  of	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invertebrate	  orders	  including	  Coleoptera,	  Diptera,	  Hemiptera	  and	  Lepidoptera.	  Numerous	  bird	  species	  belonging	  to	  Meliphagidae	  (Honeyeaters)	  visited	  nectar-­‐rich	  plant	  species	  Crotalaria	  cunninghamii	  (Fabaceae),	  Eucalyptus	  pachyphylla	  (Myrtaceae),	  and	  Grevillea	  juncifolia	  (Proteceae).	  Such	  interactions	  are	  probably	  pollination	  interactions	  due	  to	  behavioural	  and	  morphology	  matching	  (Willmer	  2011).	  Large	  rainfall	  events	  also	  lead	  to	  plagues	  of	  four	  small	  mammal	  species,	  two	  of	  which	  (Pseudomys	  hermannsburgensis	  and	  Mus	  musculus,	  Murinae)	  nocturnally	  visited	  C.	  cunninghamii	  and	  Hakea	  eyreana.	  This	  was	  the	  first	  documentation	  of	  flower-­‐visitation	  by	  small	  mammals	  in	  the	  Simpson	  Desert,	  and	  is	  a	  temporally	  rare	  interaction,	  requiring	  well	  above	  average	  rainfall	  to	  stimulate	  concurrent	  plagues,	  mass-­‐flowering	  and	  high	  nectar	  production.	  When	  conditions	  are	  right	  and	  the	  interaction	  does	  eventuate,	  it	  is	  a	  relatively	  common	  interaction:	  over	  70%	  of	  C.	  cunninghamii	  flowers	  in	  a	  site	  showed	  evidence	  of	  mammal	  visitation	  (Appendix	  6).	  The	  animals	  punctured	  the	  calyx	  to	  access	  the	  nectar.	  Despite	  damaging	  the	  flowers,	  there	  was	  no	  evidence	  that	  this	  visitation	  reduced	  seed	  set	  (Popic,	  unpublished	  data).	  
Of	  the	  invertebrate	  visitors,	  only	  bees	  were	  taxonomically	  scrutinised.	  It	  is	  unfortunate	  other	  taxa	  were	  not	  subject	  to	  the	  same	  level	  of	  investigation	  due	  to	  a	  lack	  of	  available	  expertise.	  However,	  specimens	  have	  been	  deposited	  into	  the	  appropriate	  natural	  history	  museum	  and	  it	  is	  hoped	  that	  this	  can	  be	  pursued	  in	  the	  future.	  More	  encouraging,	  however,	  is	  that	  the	  level	  of	  enquiry	  into	  the	  bees	  of	  the	  Simpson	  Desert	  is	  unparalleled.	  The	  total	  number	  of	  bee	  species	  recorded	  was	  94;	  72	  species	  were	  caught	  by	  net	  sampling	  and	  in	  pan	  traps	  in	  2010	  and	  2011	  (Chapter	  2),	  and	  an	  additional	  22	  species	  in	  2007	  (Chapter	  3).	  In	  total,	  33	  species	  were	  previously	  undiscovered	  and	  a	  further	  13	  were	  known	  but	  yet	  to	  be	  formally	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described	  (Batley	  and	  Popic	  2013;	  Appendix	  7).	  While	  the	  proportion	  of	  undescribed	  bee	  species	  is	  relatively	  high	  (Batley	  and	  Hogendoorn	  2009),	  it	  reflects	  the	  state	  of	  the	  poorly	  surveyed	  insect	  fauna	  of	  the	  arid	  interior	  of	  Australia	  (Austin	  et	  al.	  2004).	  The	  bee	  diversity	  of	  the	  Simpson	  Desert	  is	  surprisingly	  low	  considering	  xeric	  environments	  are	  supposed	  to	  be	  diverse	  in	  bees	  (Michener	  2007).	  This	  may	  be	  due	  to	  several	  factors.	  Firstly,	  the	  presumption	  of	  the	  prevalence	  of	  bees	  in	  xeric	  environments	  stems	  mainly	  from	  their	  high	  diversity	  in	  the	  Mediterranean	  basin	  and	  the	  desert	  regions	  of	  southwestern	  United	  States	  and	  northern	  Mexico.	  Whilst	  xeric,	  these	  environments	  are	  also	  comparatively	  more	  predictable	  in	  rainfall,	  and	  therefore	  predictable	  in	  floral	  resources,	  compared	  to	  the	  Simpson	  Desert	  (van	  Etten	  2009).	  Secondly,	  even	  though	  a	  large	  spatial	  area	  was	  surveyed,	  surveys	  were	  restricted	  to	  the	  sand	  dune	  habitat	  for	  the	  purposes	  of	  the	  study,	  and	  it	  is	  likely	  that	  further	  exploration	  of	  the	  region	  to	  encompass	  different	  habitats	  will	  uncover	  more	  species.	  Thirdly,	  the	  sampling	  effort	  of	  my	  surveys	  conducted	  over	  three	  years	  and	  by	  one	  research	  group,	  are	  dwarfed	  by	  the	  level	  of	  survey	  conducted	  in	  areas	  such	  as	  the	  Mediterranean	  and	  southwestern	  North	  America.	  With	  long-­‐term	  monitoring,	  the	  discovery	  of	  further	  species	  in	  the	  Simpson	  Desert	  can	  be	  expected,	  as	  is	  demonstrated	  by	  the	  fact	  that	  22	  species	  that	  were	  sampled	  in	  2007	  were	  not	  found	  again	  in	  2010/2011	  surveys.	  
Desert	  environments	  are	  also	  expected	  to	  favour	  some	  bee	  families	  over	  others	  (Michener	  2007),	  but	  the	  distribution	  of	  bee	  families	  was	  found	  to	  be	  similar	  to	  the	  pattern	  found	  for	  the	  whole	  of	  Australia	  (Batley	  and	  Hogendoorn	  2009).	  The	  only	  major	  difference	  is	  the	  small	  number	  of	  species	  in	  the	  family	  Apidae.	  In	  other	  locations,	  many	  species	  in	  that	  family	  are	  active	  for	  much	  of	  the	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year,	  a	  pattern	  of	  behaviour	  not	  well	  suited	  to	  the	  fluctuating	  environment	  of	  the	  desert.	  This	  applies	  especially	  to	  the	  Meliponini	  (stingless	  bees),	  which	  were	  completely	  absent.	  
Notably,	  Apis	  mellifera	  (Apidae)	  was	  absent	  from	  the	  study	  region,	  which	  often	  behaves	  as	  a	  super-­‐generalist	  in	  flower-­‐visitor	  networks.	  Apis	  mellifera	  was	  introduced	  into	  Australia	  in	  the	  early	  1800s	  for	  honey	  production,	  and	  by	  1863	  had	  spread	  to	  almost	  all	  parts	  of	  Australia	  (Gross	  and	  Mackay	  1998),	  except	  those	  without	  consistent	  water	  sources	  (Paton	  1996).	  Invasive	  species	  have	  been	  reported	  to	  affect	  flower-­‐visitor	  networks	  by	  forming	  the	  core	  of	  interactions,	  by	  competing	  with	  native	  pollinators	  and	  plants,	  and	  potentially	  changing	  the	  genetic	  structure	  of	  plant	  populations	  due	  to	  visitation	  patterns.	  They	  also	  interact	  with	  other	  invasive	  species	  (Goulson	  2003,	  Dupont	  et	  al.	  2004,	  Traveset	  and	  Richardson	  2006,	  Aizen	  et	  al.	  2008).	  Invasive	  species	  can	  have	  positive	  effects	  if	  they	  increase	  pollen	  flow	  among	  plants,	  or	  can	  have	  no	  effect	  if	  flower	  visitation	  is	  low	  (Traveset	  and	  Richardson	  2006).	  In	  some	  cases,	  invasive	  super-­‐generalists	  can	  reduce	  the	  number	  of	  interactions	  performed	  by	  native	  generalists	  (Aizen	  et	  al.	  2008).	  As	  there	  are	  there	  no	  super	  generalists	  in	  the	  Simpson	  Desert,	  invasion	  by	  A.	  mellifera	  could	  remove	  many	  links	  from	  native	  visitors.	  	  
It	  is	  unknown	  how	  many	  of	  the	  150	  plant	  species	  present	  in	  the	  study	  area,	  require	  biotic	  pollination	  to	  reproduce.	  The	  evidence	  we	  have	  started	  to	  gather	  suggests	  that	  most	  plant	  species	  would	  face	  reduced	  reproductive	  output	  without	  animal	  pollinators.	  Of	  the	  26	  plant	  species	  that	  were	  experimentally	  tested	  to	  see	  if	  they	  could	  produce	  seed	  without	  animal	  pollinators,	  just	  under	  half	  could	  not	  produce	  seed,	  and	  the	  remaining	  showed	  evidence	  of	  reduced	  seed	  set	  without	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animal	  pollinators	  (Popic,	  unpublished	  data).	  Plant	  species	  tested	  were	  restricted	  to	  sand	  dune	  habitats,	  but	  all	  major	  families	  were	  represented.	  Grasses	  (Poaceae,	  wind	  pollinated)	  made	  up	  less	  than	  10%	  of	  species	  richness,	  and	  other	  cases	  of	  reproduction	  such	  as	  vegetative	  reproduction	  are	  present	  but	  not	  expected	  to	  be	  high.	  Therefore,	  I	  expect	  the	  majority	  of	  plant	  species	  require	  biotic	  pollination.	  
Study	  limitations	  and	  future	  directions	  Flower-­‐visitation	  interactions	  include	  pollinator,	  predatory,	  or	  consumer	  interactions.	  Treating	  all	  interactions	  as	  equivalent	  could	  result	  in	  misleading	  conclusions	  about	  network	  function.	  Thébault	  and	  Fontaine	  (2010)	  found	  contrasting	  effects	  of	  nestedness	  and	  modularity	  on	  the	  persistence	  and	  resilience	  of	  mutualistic	  and	  trophic	  networks.	  While	  Thébault	  and	  Fontaine	  (2010)	  used	  networks	  separated	  by	  interaction	  type,	  a	  more	  realistic	  representation	  of	  ecological	  communities	  would	  be	  to	  build	  networks	  that	  include	  multiple	  interaction	  types.	  Understanding	  how	  different	  interactions	  interrelate	  to	  affect	  network	  structure	  and	  function	  will	  broaden	  our	  understanding	  of	  the	  ecological	  and	  evolutionary	  processes	  structuring	  communities	  (Fontaine	  et	  al.	  2011).	  Determining	  all	  interaction	  types	  in	  a	  network	  would	  be	  difficult,	  but	  possible	  if	  feasible	  proxies	  for	  interaction	  type	  can	  be	  determined.	  However,	  detailed	  studies	  or	  manipulation	  and	  exclusion	  of	  visitors	  would	  be	  able	  to	  determine	  the	  type	  of	  interaction	  between	  species.	  Such	  detail	  would	  illuminate	  how	  network	  patterns	  affect	  the	  fitness	  of	  species	  (Fig.	  1-­‐1),	  which	  is	  an	  area	  which	  remains	  relatively	  unexplored.	  
The	  pollen	  transport	  network	  also	  revealed	  numerous	  links	  that	  were	  not	  observed	  in	  the	  flower-­‐visitor	  network	  (Chapter	  3).	  While	  more	  intense	  sampling	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can	  minimise	  such	  occurrences,	  it	  is	  a	  reminder	  that	  there	  are	  many	  important	  interactions	  that	  we	  fail	  to	  observe,	  either	  consciously	  or	  unconsciously.	  Unobserved	  visitation	  interactions	  are	  important;	  they	  can	  be	  pollination	  or	  otherwise,	  and	  they	  can	  change	  the	  attraction	  and	  resource	  levels	  of	  flowers.	  	  Numerous	  bird	  visitors	  were	  observed	  to	  frequent	  larger-­‐flowered,	  more	  nectar-­‐rich	  plant	  species	  such	  as	  Crotalaria	  cunninghamii	  (Fabaceae),	  Grevillea	  
stenobotrya	  and	  G.	  juncifolia	  (Proteaceae).	  Large	  rainfall	  events	  also	  lead	  to	  plagues	  of	  four	  small	  mammal	  species,	  two	  of	  which	  nocturnally	  visited	  C.	  cunninghamii	  and	  Hakea	  eyreana	  (Proteaceae).	  I	  chose	  not	  to	  include	  such	  interactions	  in	  my	  study	  because	  small	  mammal	  visitation	  is	  a	  temporally	  rare	  event	  (Popic,	  unpublished	  data),	  and	  in	  the	  case	  of	  bird	  visitors,	  the	  sampling	  regime	  was	  inappropriate	  to	  sample	  birds	  in	  a	  representative	  way.	  For	  instance,	  birds	  are	  typically	  early	  morning	  visitors	  which	  is	  generally	  too	  cool	  for	  small	  invertebrates	  (Unwin	  and	  Corbet	  1984).	  Sampling	  times	  were	  informed	  by	  previous	  efforts,	  and	  chosen	  to	  span	  the	  periods	  when	  most	  visitors	  could	  be	  sampled.	  Nocturnal	  visits	  by	  small	  mammals	  also	  highlighted	  my	  observations	  were	  limited,	  given	  that	  interactions	  can	  occur	  at	  night	  (Devoto	  et	  al.	  2011)	  which	  was	  outside	  of	  my	  observation	  period.	  Including	  nocturnal	  visitors	  would	  require	  different	  techniques	  of	  sampling	  (conventional	  lights	  may	  affect	  interactions)	  and	  analysis	  (species	  that	  close	  flowers	  at	  night	  introduce	  forbidden	  links).	  While	  important,	  the	  nocturnal	  dimension	  of	  pollinator	  interactions	  was	  beyond	  the	  scope	  of	  the	  current	  study,	  but	  would	  provide	  fruitful	  avenues	  of	  future	  research.	  
Arid	  environments	  are	  characterised	  by	  high	  temporal	  variability	  in	  resource	  availability	  (Noy-­‐Meir	  1973,	  Stafford	  Smith	  2008)	  and	  the	  number	  of	  interactions,	  as	  exemplified	  by	  flower-­‐visitation	  by	  small	  mammals.	  My	  study	  was	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conducted	  during	  an	  exceptionally	  wet	  period	  (above	  the	  80th	  quantile,	  and	  often	  well	  above	  the	  95th	  quantile;	  Chapter	  4).	  While	  exceptional,	  such	  pulses	  of	  moisture	  availability	  are	  what	  drive	  biological	  processes	  in	  this	  system.	  With	  climate	  change,	  the	  magnitude	  of	  intensity	  of	  rainfall	  events	  is	  predicted	  to	  become	  larger,	  but	  also	  less	  frequent	  (IPCC	  2007,	  Greenville	  et	  al.	  2012).	  However,	  to	  understand	  how	  future	  changes	  in	  climate	  will	  affect	  pollination	  networks,	  the	  dynamics	  of	  the	  plant-­‐pollinator	  community	  under	  the	  full	  variation	  in	  current	  climate	  must	  be	  understood.	  For	  instance,	  what	  is	  the	  effect	  on	  community	  structure	  of	  different	  types	  of	  pulses	  (size,	  intensity,	  timing	  of	  year,	  and	  time	  since	  last	  pulse)?	  Close	  tracking	  of	  the	  community	  response	  and	  ensuing	  flower-­‐visitor	  interactions	  to	  all	  variety	  of	  pulses	  requires	  more	  frequent	  survey	  of	  networks	  than	  this	  study	  was	  able	  to	  achieve.	  More	  frequent	  surveys	  from	  first	  till	  last	  flowering	  will	  also	  allow	  close	  tracking	  of	  interactions	  as	  communities	  are	  assembled	  and	  disassembled.	  There	  is	  also	  a	  large	  gap	  in	  knowledge	  of	  invertebrates	  in	  general,	  as	  well	  as	  of	  their	  dynamics	  in	  Australian	  arid	  environments	  (Austin	  et	  al.	  2004,	  Stafford	  Smith	  2008).	  Non-­‐flower	  based	  sampling	  methods	  are	  required	  when	  flowering	  is	  low	  or	  non-­‐existent,	  to	  understand	  the	  dynamics	  of	  flower-­‐visitors	  outside	  of	  resource	  pulses.	  Surveys	  should	  also	  be	  expanded	  to	  other	  desert	  habitats	  (such	  as	  woodlands,	  which	  are	  found	  adjacent	  to	  the	  spinifex	  grasslands)	  and	  post	  fire,	  which	  generates	  the	  mosaic	  of	  vegetation	  in	  small	  and	  large	  scales.	  The	  full	  potential	  of	  such	  effort	  would	  only	  be	  realised	  by	  obtaining	  taxonomic	  resolution	  for	  the	  visitors	  sampled.	  	  	  
Long-­‐term	  studies	  should	  be	  conducted	  to	  track	  long-­‐term	  changes	  in	  ecological	  communities,	  and	  network	  function.	  Long-­‐term	  studies	  are	  also	  required	  to	  track	  long-­‐term	  trajectories	  of	  systems	  that	  otherwise	  appear	  static	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(Belovsky	  et	  al.	  2004),	  and	  to	  detect	  any	  possible	  critical	  transitions	  (Walker	  et	  al.	  1999,	  Scheffer	  et	  al.	  2012).	  The	  importance	  of	  long	  term	  studies	  is	  even	  more	  significant	  in	  pulse-­‐reserve	  systems,	  where	  the	  rainfall	  that	  triggers	  the	  type	  of	  peak	  observed	  in	  this	  study,	  typically	  occurs	  only	  once	  in	  10	  years	  (Greenville	  et	  al.	  2012).	  Therefore,	  to	  characterise	  the	  full	  range	  of	  networks	  in	  such	  a	  system,	  long-­‐term	  studies	  are	  necessary.	  Studies	  should	  also	  be	  replicated	  over	  time	  and	  space,	  and	  in	  contrasting	  environments,	  as	  no	  matter	  how	  well	  a	  study	  is	  designed	  to	  determine	  ecological	  patterns,	  it	  may	  only	  provide	  insights	  for	  a	  particular	  place	  and	  time	  (Belovsky	  et	  al.	  2004).	  	  
Concluding	  remarks	  
In	  this	  thesis,	  I	  chose	  to	  contribute	  to	  the	  discipline	  of	  pollination	  ecology,	  by	  understanding	  how	  plant-­‐pollinator	  interactions	  function	  in	  a	  dynamic	  setting.	  I	  offered	  a	  comparison	  of	  methods	  that	  clarified	  key	  functional	  differences	  between	  common	  techniques	  used	  to	  sample	  pollinators.	  I	  tested	  the	  validity	  of	  using	  flower-­‐visitation	  networks	  as	  a	  substitute	  for	  pollination	  networks.	  Flower-­‐visitor	  networks	  were	  sampled	  using	  a	  spatially-­‐hierarchical	  sampling	  design,	  which	  captured	  rain-­‐driven	  variation	  in	  species	  richness,	  abundance,	  composition,	  and	  pair-­‐wise	  interactions.	  Patterns	  of	  species	  interactions	  and	  the	  roles	  of	  species	  within	  networks	  were	  related	  to	  the	  flowering	  and	  traits	  of	  species,	  and	  interpreted	  in	  the	  context	  of	  variation	  in	  community	  structure	  and	  rainfall.	  The	  picture	  that	  emerged	  was	  of	  highly	  dynamic	  networks,	  where	  assemblages	  re-­‐organised,	  pair-­‐wise	  interactions	  were	  readily	  made	  and	  broken,	  but	  key	  network	  properties	  remained	  relatively	  constant,	  thereby	  promoting	  the	  ecosystem	  function	  of	  pollination	  networks.	  Finally,	  I	  synthesised	  my	  discoveries	  to	  formulate	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new	  insights	  into	  the	  challenges	  in	  the	  face	  of	  climate	  change.	  Along	  the	  way,	  over	  30	  new	  bee	  species	  were	  discovered.	  My	  fascination	  for	  the	  diversity	  of	  bees	  and	  their	  interactions	  continues,	  and	  it	  is	  my	  hope	  that	  this	  original	  piece	  of	  research	  augments	  our	  understanding	  of	  pollination	  interactions	  as	  a	  vital	  ecosystem	  function.	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